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کنم به آنان که مهر آسمانی شان آرام بخش آلام زمینی ماحصل آموخته هایم را تقدیم می 

 . ام است

  

  ستان پرمهر پدرم، د به استوارترین تکیه گاهم

  مادرم زلالچشمان  به سبزترین نگاه زندگیم،

که هرچه آموختم در مکتب عشق شما آموختم و هرچه بکوشم قطره ای از دریای بی 

  .کران مهربانیتان را سپاس نتوانم بگویم

  امروز هستی ام به امید شماست و فردا کلید باغ بهشتم رضای شما

   ...... بوسه بر دستان پرمهرتان
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  تشکر و قدردانی

وشندگان، هاي او ندانند و ک شمارندگان، شمردن نعمت سپاس خداي را که سخنوران، در ستودن او بمانند و 

  .دحق او را گزاردن نتوانن

فرهیخته و راهنماي بسی شایسته است از اساتید » من لم یشکر المخلوق لم یشکر الخالق «به مصداق 

همچنین استاد مشاور  دکتر علی دهستانی وو جناب آقاي  جناب آقاي دکتر شاهرخ قرنجیک ام، فرزانه

مهندس داریوش شهریاري که با کرامتی چون خورشید، سرزمین دل را روشنی  ام جناب آقاي گرامی

تقدیر و تشکر  ;هاي کار ساز و سازنده بارور ساختند بخشیدند و گلشن سراي علم و دانش را با راهنمایی

  .نمایم

 با تقدیر و درود فراوان خدمت پدر و مادر بسیار عزیز، دلسوز و فداکارم که پیوسته جرعه نوش جام

ها و  تعلیم و تربیت ، فضیلت و انسانیت آنها بوده ام و همواره چراغ وجودشان روشنگر راه من در سختی

 .مشکلات بوده است

با تشکر خالصانه خدمت مدیریت و کارکنان پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري طبرستان که این 

مرا در به انجام رساندن این مهم پژوهش با حمایت مالی آنان انجام گردیده و تمام کسانی که به نوعی 

  .یاري نموده اند

 

با سپاس بی دریغ خدمت دوستان گران مایه ام خانم ها مریم مفید نخعی و سمیرا شعبانی که مرا 

 .صمیمانه و مشفقانه یاري داده اند
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بیوتکنولوژي گیاهی دانشکده کشاورزي دانشگاه  دانشجوي دوره کارشناسی ارشد رشته سحر حیدرزادهاینجانب 

، در گیاه خیار تحت تیمار با فسفیت پتاسیم pgipمطالعه الگوي بیان ژنهاي  نویسنده پایان نامه شاهرود

  .شوم متعهد میدهستانی کلاگر  یعلدکتر شاهرخ قرنجیک و دکتر  تحت راهنمائی

 است و از صحت و اصالت برخوردار است تحقیقات در این پایان نامه توسط اینجانب انجام شده.  

 در استفاده از نتایج پژوهشهاي محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است. 

   مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگري براي دریافت هیچ نوع مدرك یا امتیازي در هیچ جـا

 . ارائه نشده است

   دانشگاه صنعتی « کلیه حقوق معنوي این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد و مقالات مستخرج با نام

 .به چاپ خواهد رسید »    Shahrood of University« و یا » شاهرود 

 اصلی پایان نامه تأثیرگذار بـوده انـد در مقـالات مسـتخرج از      م افرادي که در به دست آمدن نتایجحقوق معنوي تما

 .رعایت می گردد پایان نامه

  استفاده شده است ضـوابط و  ) یا بافتهاي آنها ( در کلیه مراحل انجام این پایان نامه ، در مواردي که از موجود زنده

 .اصول اخلاقی رعایت شده است 

  در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردي که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفاده شده

                                                                                                                                                                     .است اصل رازداري ، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است 

                                                                                                   تاریخ                                                                                                                                                         

  امضاي دانشجو                                                                                             

  

  

  

  

 تعهد نامه

 مالکیت نتایج و حق نشر

 مقالات مستخرج ، کتاب ، برنامه هاي رایانه اي ، (وي این اثر و محصولات آن کلیه حقوق معن

این مطلب باید . شاهرود می باشد  متعلق به دانشگاه ) نرم افزار ها و تجهیزات ساخته شده است 

 .به نحو مقتضی در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود 

 ذکر مرجع مجاز نمی باشد استفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان نامه بدون. 
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 :چکیده

هاي ها به گیاهان و بیماري ها، نماتدها و باکتريها، قارچگیاهی از جمله ویروس بیمارگرهايمله انواع ح       

هاي قارچی که ریشه  یکی از پاتوژن. شودناشی از آنها موجب نقصان عملکرد و کیفیت محصولات تولیدي می

هاي مختلفی  روش .باشد می Fusarium oxysporumدهد، قارچ  گیاهان خانواده کدوییان را مورد حمله قرار می

سمی سیستمیک علیه عوامل بیماریزاي قارچی و باکتریایی پتاسیم   فسفیت .براي کنترل این پاتوژن وجود دارد

این تحقیق  .باشد میدر گیاه داراي خاصیت پیشگیري، ایمن سازي و مداوا کنندگی که  دنباش میخاکزاد و هوازاد 

، pgip1  هاي در سطح بیان ژنآنزیمی، بیوشیمیایی و مولکولی رشدي، مورفولوژیکی، به منظور بررسی تغییرات 

در پاسخ به تنش بیماري پوسیدگی  ) Cucumis sativus(بتاگلوکاناز گیاه خیار -3و1کیتیناز، دیفنسین و 

تحت القاي فسفیت ) Fusarium oxysporum f.sp radicis-cucumerinum(فوزاریومی ریشه و ساقه خیار 

 یدفاع يها میآنزیت فعالنتایج نشان داد در مقایسه با گیاهان شاهد، میزان کلروفیل، وزن تر، . پتاسیم انجام شد

پراکسید هیدروژن   تیو متابول )SOD(سوپراکسید دیسموتاز  ،)CAT(کاتالاز  ،)GPX(گایاکول پراکسیداز  شامل

)H2O2 (بیشترین میزان تجمع آنزیم. م افزایش معنی داري یافته استدر تیمارهاي مختلف فسفیت پتاسی  CAT 

ر روز پنجم پس از تلقیح با قارچ مشاهده گردید که افزایش د) KPhi4(گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم  4در تیمار 

و   GPXهاي  همچنین بیشترین تجمع آنزیم. داشت) گیاه بدون تیمار قارچ(برابري در مقایسه با شاهد  81/2

SOD  برابر افزایش نسبت به شاهد، در روز سوم پس از تلقیح با قارچ و در تیمار  45/1و  21/2به ترتیب با

KPhi4 از طرفی میزان تجمع . مشاهده شدH2O2 هاي دفاعی  ها و نیز زمان آن با آنزیم در بافتCAT ،GPX  و

SOD ه میزان تجمع ها با هم متوازن بوده است، درحالیک همخوانی داشته و افزایش آنMDA  در تیمار 

KPhi4کمتر از سایر تیمارها بوده است که نشان دهنده کاهش صدمه بافتی و کنترل تقریبی بیماري است .

هاي  برابري ژن 7/45گرم برلیتر فسفیت پتاسیم،  4در تیمار  pgip1هاي  برابري ژن 3/16همچنین افزایش 

برابري ژن  6/48هاي کیتیناز در تیمار قارچ و برابري ژن 2/91، گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم 1دیفنسین در تیمار 



  د
 

) عدم تلقیح با قارچ و عدم مصرف فسفیت پتاسیم(بتاگلوکاناز در تیمارهاي قارچ نسبت به کنترل -3،1هاي 

  .مشاهده گردید

   

بررسی بیان بتاگلوکاناز، - 3،1 کیتیناز، دیفنسین، ،pgipخیار، فسفیت پتاسیم، فوزاریوم اکسیسپوروم،  :کلید واژه

  ژن
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  هاي مستخرج از پایان نامه لیست مقاله

  

 Fusariumهاي خیار تحت تنش  اثر فسفیت پتاسیم بر محتواي کلروفیل و وزن تر گیاهچه )1

oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum چهارمین کنگره ملی کشاورزي ارگانیک و مرسوم، دانشگاه ،

  28/5/1394اردبیلی، محقق 

 Fusariumتنش هاي دفاعی گیاهان خیار تیمار شده با فسفیت پتاسیم تحت   تغییرات در آنزیم )2

oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum چهارمین کنگره ملی کشاورزي ارگانیک و مرسوم، دانشگاه ،

 28/5/1394محقق اردبیلی، 

خیار تیمار شده با فسفیت پتاسیم تحت تنش قارچ  مطالعه تغییرات آنزیمی و بیوشیمیایی در گیاه )3

Fusarium oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum  ، نشریه علوم باغبانی ایران، دانشگاه علوم و

  12/4/1395مهندسی کشاورزي تهران، 
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  فهرست اشکال

  Neurospora crassa ------------------------------ -------------8  ساختمان دیواره  1-1شکل

ها و موقعیت قرار گیري ترکیبات مختلف  نمایش شماتیک از ساختار عمومی دیواره سلولی قارچ 2-1شکل

  8 -----------------------------------------------------------------------------------------------ي آن سازنده

   16----------- -------------- -- -------------هاي کیتیناز گیاهی نمایش شماتیک کلاس 3- 1شکل 

  22---------- - -------------------------- پاتوژنیک هاي قارچ علیه دفاع در PGIP کردلعم 4-1شکل

  29----------- - ------------------------نمایش مسیر حرکت فسفیت در آوندهاي گیاهی 5- 1شکل 

  29--------- ---------------------------------- ر واکنش دفاعی فسفیت علیه بیمارمسی 6- 1شکل 

  33--------- -------------------------------- و  Real time PCRمنحنی تکثیر فازهاي  7- 1شکل 

  45------- - ----------هاي پلاستیکی در شرایط کنترل شدة گلخانه کشت گیاه خیار در گلدان 1-3شکل

  Fusarium. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum---- ------- ---------46کشت قارچ  2- 3شکل 

  47-------- ---------------------مختلف گیاهان خیارشدت پوسیدگی در ریشه تیمارهاي  4- 3شکل 

  63---------- - ---- ------- فسفیت پتاسیمخیار تیمار شده با  شاخص درصد پوسیدگی ریشه -1-4شکل

  65------- - -------- ------------ ----------------------------تغییرات میزان کلروفیل 2- 4شکل 

  66--------- -----------------------------گیري وزن تر ریشه و وزن تر اندام هوایی اندازه 3- 4شکل 

  68-- - ------تاسیمفسفیت پ هاي گیاهان خیار تیمار شده با تغییرات میزان آنزیم کاتالاز در بافت 4-4شکل

  69- ----فسفیت پتاسیمر تیمار شده با خیاهاي  ول پراکسیداز در بافتتغییرات میزان آنزیم گایاک 5-4شکل

  70---خیار تیمار شده با فسفیت پتاسیم هاي تغییرات میزان آنزیم سوپراکسید دیسموتاز در بافت 6-4شکل



  ظ
 

هاي خیار تیمار شده با  در بافت) H2O2(اثر فسفیت پتاسیم بر میزان فعالیت پراکسید هیدروژن  7- 4شکل 

  F.oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum. ------------------------ - ----------------71قارچ 

هاي گیاهان خیار تیمار شده با مقادیر مختلف فسفیت  میزان تغییرات مالون دي آلدئید در بافت 8-4شکل

-F. oxysporum f.sp. radicis  پس از آلودگی با قارچ  11و  8، 5، 3، 1روزهاي  پتاسیم طی

cucumerinum   ---------------------------------------------------------------- ----73 

  74---- --------- ----- -درصد 1استخراج شده از برخی تیمارها بر روي ژل آگارز  RNAنمونه  9- 4شکل 

  75------------ ------ درصد 1بر روي ژل آگارز  DNAaseاستخراجی بعد از تیمار با  RNA 10- 4شکل 

  75--------- -- --------جدا شده از نمونه گیاهی RNAحاصل از  cDNAبا  PCRمحصولات 11- 4شکل 

  PCR-------------------------------- ------ ------- -----76منحنی ذوب محصولات  12- 4شکل 

  cDNA--------------------------------- ------------79هاي  منحنی فلورسانس نمونه13-4شکل

-F. oxysporum f. sp. radicisدر گیاهان خیار تلقیح شده با قارچ  pgip1تغییرات بیان ژن  14-4شکل

cucumerinum 81---------- -------------------- هاي مختلف تحت تیمار با فسفیت پتاسیم در زمان  

 F. oxysporum f. spدر گیاهان خیار تلقیح شده با قارچ  chitinaseتغییرات بیان ژن  15-4شکل 

radicis-cucumerinum 82--------------- - ------تحت تیمار با فسفیت پتاسیم در زمان هاي مختلف  

 .Fدر گیاهان خیار تلقیح شده با قارچ  defensinمقایسه میانگین تغییرات بیان ژن  16-4شکل 

oxysporum f. sp radicis-cucumerinum  83-- - ----هاي مختلف زمانتحت تیمار با فسفیت پتاسیم در  

 .Fبتاگلوکاناز در گیاهان خیار تلقیح شده با قارچ -3،1مقایسه میانگین تغییرات بیان ژن  17-4شکل 

oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum 84- ------هاي مختلف تحت تیمار با فسفیت پتاسیم در زمان  
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  فهرست جداول

  5------ - -------------------------------------------رده بندي علمی و جایگاه خیار 1-1جدول

هاي مرتبط با بیماریزایی بر اساس ساختار مولکولی، خواص بیولوژیک  طبقه بندي انواع پروتئین 2-1جدول 

  13-- --- ----------------------------------------------------------------- -آنها و نحوه اثر

  49--------------------------------- -------------------------نزیمآنمونه گیري  1-3جدول 

  DNase------- -----------------------------55با آنزیم  RNAترکیبات واکنش تیمار  2-3جدول 

  cDNA ---------------------------------------56ترکیبات واکنش ساخت رشته اول  3-3جدول

  58----------------------- ----بررسی بیان ژن مشخصات پرایمرهاي مورد استفاده جهت 4-3جدول 

 Real-time PCR --------- --------------------------------59اجزاء مخلوط واکنش  5-3جدول 

 Real-time PCR ----- ------------------------------------------59برنامه دمایی   6-3جدول 

، وزن تر a ،b ،a+bنتایج تجزیه واریانس و میانگین مربعات صفات درصد پوسیدگی، کلروفیل  1-4جدول 

  62------------------------------------------------------------------ ریشه و وزن تر ساقه

گایاکول پراکسیداز، سوپراکسید نتایج تجزیه واریانس و میانگین مربعات صفات کاتالاز،  2-4جدول

  67-------------------------------------------  دیسموتاز، پراکسید هیدروژن و مالون دي آلدئید

  76- -------------- --------------------  نتایج تجزیه واریانس و میانگین مربعات بیان ژن 3-4جدول
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 :مقدمه

ها به گیاهان و  ها، نماتدها و باکتريها، قارچهاي گیاهی از جمله ویروسحمله انواع پاتوژن          

امروزه کنترل  .شودموجب نقصان عملکرد و کیفیت محصولات تولیدي میهاي ناشی از آنها بیماري

هاي کشاورزي پیشرفته است تا حجم بالاي خسارت به  هاي گیاهی یکی از اهداف مهم سیستم بیماري

یکی از راهکارهاي  از جمله .چه در زمان رشد در مزرعه و چه پس از برداشت اجتناب شودمحصولات، 

افزایش تولید محصولات زراعی و تامین امنیت غذایی جمعیت رو به رشد جهان، کاهش خسارات 

ها از جمله هاي مختلفی براي کنترل این پاتوژنروش. باشد هاي گیاهی می ناشی از آفات و بیماري

از طریق چوبی شدن و اولین استراتژي دفاعی تقویت دیواره سلولی . هاي قارچی وجود داردپاتوژن

مومی شدن اپیدرم دیواره سلولی است که سد مناسبی را جهت جلوگیري از ورود پاتوژن به بافت 

موفق به شکست این سد دفاعی شدند،  هازمانیکه پاتوژن). Bowles, 1990(سازد گیاهی فراهم می

دیر بالایی از ترکیبات ضد این استراتژي شامل تولید مقا. بردگیاه استراتژي دفاعی دوم را بکار می

هاي  این ترکیبات عمدتاً جزء گروهی از پروتئین. میکروبی است تا از رشد پاتوژن جلوگیري نماید

PRها یا  ایجاد مقاومت به پاتوژن
ترکیبات پروتئینی هستند  PRهاي  پروتئین. باشند می ها پروتئین  1

 Van( شوند هاي محیطی تولید می یا تنش که توسط گیاه میزبان در پاسخ به حمله عوامل بیماریزا

loon and Van strien, 1999 .(شوند و  ها معمولا به طور سیستمیک در گیاه تولید می این پروتئین

SARسبب پدیده 
ها و  ها، باکتري هاي بعدي تولید شده توسط قارچ گردند در نتیجه آلودگی می 2

خانواده از این  17در حال حاضر ). Odjakova and  Hadjiivanova, 2001( شود ها کنترل می ویروس

 .باشند، شناسایی شده است می غیره و ها ، دیفنسین، کتینازها، گلوکونازهاPGIPsها که شامل  پروتئین

                                                           
١-Pathogensis-related proteins  
٢-Systemic acuired resistance  
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 Citrullus lanatus(هندوانه : هاي قابل کشت و مهم اقتصادي مانند خانواده کدوییان شامل گونه

var( خربزه ،)Cucumis melo( خیار ،)Cucumis sativus( خیار. باشد و کدو می)Cucumis sativus (

ها ترکیباتی با فرمول شیمیایی  فسفیت .باشد ارزش در اکثر کشورهاي جهان می یکی از محصولات با

)H2PO3
HPO4(هستند که از لحاظ تعداد اکسیژن و هیدروژن با فسفات ) -

. باشند کاملا متمایز می) 2-

فسفیت به علت دارا بودن یک اکسیژن کمتر از فسفات، سرعت حرکت آن بسیار بیشتر بوده و طی 

یابد و علاوه بر تحریک رشد رویشی و زایشی  مدت زمان کوتاهی، در سرتاسر اندام گیاهی انتشار می

 ديمیلا 1990در اوایل. گردد اي از عوامل بیماریزاي قارچی می گیاه منجر به کنترل طیف گسترده

دانشمندان فسفونات را ترکیبی با قابلیت قارچکشی قوي وکودي با تاثیرگذاري فوق العاده تولید و 

 ، دیفنسین و بتاگلوکانازکیتیناز،  pgip1هاي ژن بیان الگوي بررسی مطالعه این از هدف. ترویج نمودند

 در را گیاه سیستمیک مقاوت ها ژن این بیان تغییراتی در با بتوان آینده در تا باشد می خیار گیاه در

 اقتصادي لحاظ از هم امر این که بکاهیم امکان حد تا سموم مصرف از و داد افزایش ها پاتوژن برابر

 از منظور این براي. باشد می اهمیت حائز محیطی زیست لحاظ از هم و است صرفه به مقرون

 بیان الگوي و گرفت خواهد صورت cDNA سنتز سپس و RNA استخراج خیار گیاه برگی هاي نمونه

 مورد پتاسیم فسفیت مصرف عدم و مصرف شرایط دو در  Real time PCR روش طریق از ها ژن

  .گرفت قرار بررسی
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  :لیاتک

  هاي آن و بیماري )Cucumis sativus(اهمیت گونه خیار  1-1

سطح ). 1350پوستچی، ( گیاهان جالیزي نقش مهمی در زراعت صیفی و درآمد ملی کشور دارند          

به احتمال گونه خیار . باشد ت در کشور میدرصد سطح زیر کشت سبزیجا 50زیر کشت کدوئیان بیش از 

دهد که کاشت خیار در قسمت غربی آسیا  شواهد موجود نشان می. باشد می و افریقا قوي خیار بومی آسیا

سال پیش از میلاد  1000ایران حداقل بطور مسلم خیار در  .گرفته است در سه هزار سال پیش انجام می

هکتار با  2488600، 2005طبق آمار فائو سطح زیر کشت جهانی این محصول در سال . توجود داشته اس

متعلق به کشور  ،باشد که بالاترین تولید تن می 41743840تن درهکتار و تولید  7/16عملکرد متوسط 

 متوسط .آید هکتار بدست می 1553100معادل که از سطحی  است% ) 5/63( تن  26559600چین با 

از تولید را در % 3/3تن حدود  1400000تولید  ایران با. باشد میدر هکتار تن  1/17عملکرد این کشور 

کل  .)1392سازمان جهاد کشاورزي ( آید هکتار بدست می 80000اختیار داشته که از سطحی معادل 

کهنوج، لرستان،  ،هاي مهم تولیدکننده منطقه جیرفت تن و استان 1715024تولید خیار در کشور 

خیار گیاهی   .دناز تولید کشور را در اختیار دار% 26منطقه جیرفت و کهنوج  .باشند ایلام می خوزستان و

ریشه خیار سطحی و گسترده است و . دباشمی کروموزوم 2n=2x=14با  Cucumisیکساله و از جنس 

ها پنج  و گل هستند ها نسبتا پهن برگ. خیار خزنده و کرکدار بوده که در مقطع زاویه دار است هاي ساقه

از جمله  و مواد معدنی Cو  Bهاي  غنی از ویتامین خیار. )1384پیوست، (باشند  می قسمتی به رنگ زرد

جوانه زنی . بالارونده استخیار معمولا داراي عادت رشد خزنده یا . باشداسیم میکلسیم، فسفر، آهن و پت

روش کشت مستقیم بذر در . گیردروز صورت می 2- 3درجه سانتیگراد، در مدت  28-29بذر در دماهاي 

ي خیار عمده هايبیماري. )1391حسندخت، ( شوندمیمزرعه مرسوم است و گیاهان به ندرت نشا 
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 و پژمردگی باکتریایی وز، گموز خیار،موزاییک خیار، سفیدك دروغین، سفیدك حقیقی، آنتراکن: عبارتند از

هر عهده دارند که  هاي خیار برها نقش مهمی در ایجاد بیماريهمانطور که ملاحظه شد، قارچ. بوته میري

   .شودداران می ساله باعث ضرر و زیان گلخانه

  

  

  

  ساقه کرکدار خیار                              گل خیار        میوه خیار                             

  خیار و جایگاه رده بندي علمی 1-1جدول

Kingdom )سلسله(  Plantae) گیاهان( 

 Angiosperms) نهاندانگان( Division) بخش(

 Dicotyledons) اي دولپه( Class) رده(

 Cucurbitaceae) کدوسانان( Order) راسته(

 Cucurbitaceae) کدوییان( Family) تیره(

 Cucumis) خیار( Genus) جنس(

 Species C.sativus) گونه(

  Common Name Cucumis sativus) نام معمول(

   

 :ها هاي قارچی و اهمیت آن بیماري 1-2

یا  ها با بروز اپیدمی و هاي گیاهی ناشی از خساراتی است که این بیماري  اهمیت بیماري          

هاي گیاهی از میان پاتوژن .)1384 ,الهی نیا( دنساز معمولی به گیاهان و محصولات آنها وارد می خسارات

پراکندگی جغرافیایی زیاد و سازگاري به دامنه وسیعی از . ها از اهمیت خاصی برخوردارندقارچ ،مختلف
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هاي گیاهی روي گونههاي بیماریزا، طیف وسیع بیماریزایی شرایط زیستی، تنوع ژنتیکی بالا در سویه

هاي بیماریزاي مختلف و سرعت زیاد رشد و تکثیر و سرعت همه گیري موجب شده مبارزه با قارچ

البته گیاهان به طور طبیعی داراي سازوکارهاي  .)Agrios, 2005( بر باشدگیاهی دشوار و هزینه

ها هستند که در طول مراحل  ها و کاهش خسارت ناشی از آن مختلفی براي مقاومت در برابر قارچ

هاي قارچی به دلیل توانایی  کنترل و مبارزه با پاتوژن. )Punja, 2006( ها تقویت شده اند تکاملی آن

هاي کاراي تولید مثل، تنوع ژنتیکی بالا،  ف، وجود مکانیسمها در تطابق با شرایط محیطی مختل آن

هاي موثر انتشار و سرعت رشد  حفظ نسل در شرایط نامساعد، وجود نژادهاي بیماریزاي مختلف، روش

تر  ها براي فهم دقیق شناخت بهتر فیزیولوژي و ساختار قارچ. باشد و گسترش، بسیار مشکل می

  .باشد فوذ پاتوژن و ایجاد آلودگی ضروري میهاي دفاعی گیاه، چگونگی ن سیستم

  :)Fusarium oxysporum( بیماري پژمردگی فوزاریومی 1- 1-2

علائم  .هاي سبک بیشتر متداول است پژمردگی ناشی از فوزاریوم در مناطق گرمسیر و خاك          

متفاوت  آلودگی، میزباندر گیاهان مختلف بسته به  پوسیدگی ریشه و طوقه فوزاریومیناشی از بیماري 

هاي آلوده و سرد، مرگ  در خاك .شود به این بیماري آلوده می ي خودخیار در تمام مراحل رشد. است

در این مرحله ممکن است  .افتد گیاهچه قبل از سبز شدن یا بلافاصله پس از سبز شدن اتفاق می

هاي جوان مورد حمله قرار  موقعی که بوته .هاي بیماریزا اشتباه گرفته شود هاي بیماري با سایر قارچ نشانه

هاي  بوته .ممکن است رخ دهد) Damping-off( پوسیدگی محور زیر لپه و مرگ گیاهچهگیرند،  می

گیاه مسن در ابتداي مراحل آلودگی پژمرده شده . مانند و کوچک باقی می کنند جوان به کندي رشد می

 .دمیر گردد، اما معمولا به سرعت پژمرده شده و می میو گاه گاهی در شب دوباره به حالت عادي باز 

پژمردگی . پذیرد گاهی اوقات پژمردگی از یک طرف ساقه رونده شروع و با مرگ کامل بوته خاتمه می

در قسمت . سازد متمایز می Phytophthoraو  Pythiumیک طرفه این قارچ را از سایر عوامل مانند 
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در مراحل قبل از ظاهر . شود ل بافت آوندي تغییر رنگ مشاهده میهاي پژمرده شده در مح داخلی ساقه

هاي این  از نشانه. شود ها می هاي تعدادي از ساقه بیماري سبب زردي و خشکیدن برگ ،ها شدن گل

در شرایط مرطوب بافت . اي متمایل به نارنجی از ساقه است بیماري، خروج مواد ترشحی به رنگ قهوه

ریشه  ،در مراحل پیشرفته بیماري. آید ورتی در سطح بافت مرده به وجود میقارچ به رنگ سفید یا ص

گیاهان مقاوم ممکن است آلوده شده و به کندي رشد کنند و کوتوله باقی  .ممکن است متلاشی شود

، 1هاي اسید فوزاریک ها بوسیله قارچ فوزاریوم حداقل سه ماده سمی به نام اساسا در پژمردگی بوته .بمانند

این سموم فلزات سنگین مانند مس وآهن را به . نقش دارند و مایکوماراسمین 2دي هیدروفوزاریک اسید

علاوه بر . نمایند ها ایجاد می ها و اعمال متابولیکی سلول عالیت کوآنزیمگیرند و اختلالاتی در ف خود می

کند که در ضعیف کردن دیواره  ترشح می 4و سلولولیتیک 3هاي پکتولیتیک قارچ، آنزیم ،سموم فوق

 .)1375نیا،  الهی( آوندها و درهم ریختن آنها موثر هستند

  

  اختار دیواره سلولی قارچس 1-3

لیپیدها،  ،)  ٪3- 20( ها ،پروتئین)  ٪80( دیواره سلولی قارچها به طور کلی از پلی ساکاریدها          

ها علاوه بر محصور  دیواره قارچ .مقادیرانـدك تشـکیل شـده اسـتهـاي غیرمعـدنی در  پیگمانها ونمـک

مولکولها و حفاظت از قارچ در  کردن پروتوپلاست و حفـظ شـکل کلـی قـارچ، در کنتـرل ورود و خـروج

ملانین، میتواند قارچ را از  از سوي دیگر، در صـورت داشـتن رنگدانـه. هاي اسمزي نقش دارد برابر تنش

ارهاي تآنزیمها و ساخ هاي این دیواره همچنین محل استقرار گیرنده. ماوراء بنفش حفظ کندگزند اشعه 

                                                           
١- Fusaric acid  
٢- Dihydro Fusaric acid  
٣- pectolytic  
٤- Cellulolytic  



 

مطالعه ساختار دیواره قارچ  .)

بیش سازنده دیواره کم و  نشان مـیدهـد کـه ترکیبـات

لایه دیواره را تشکیل  تـرین در لایه نخست که خارجی

اي ازگلیکوپروتئین  در زیـر ایـن لایـه شـبکه

سـوم کـه عمـدتاً ازپروتئین شود که در ماتریسی پروتئینی محصور شده است و پـس از لایـه 

 شـوند کـه در ماتریسـی هاي کیتین مشاهده می

هـد کـه تقریبـاً، الگـوي د ها نشـان مـی

دار مشابه بوده و تنها نسبت ترکیبـات تغییـر 

b(شبکه گلیکوپروتئینی ، (c)  لایه

Deacon, 1997( .  

ي  گیري ترکیبات مختلف سازندهها و موقعیت قرار 

٨ 

)Deacon, 1997( هندد دیگري است که پیام محیط را به قارچ انتقال می

Neurospora crassa  از شاخهAscomycota نشان مـیدهـد کـه ترکیبـات

در لایه نخست که خارجی ).1-2و 1-1شکل ( اند در چهار لایه متمرکز شده

در زیـر ایـن لایـه شـبکه .گیرنـد شکل گلوکان قـرار مـی هاي بی

شود که در ماتریسی پروتئینی محصور شده است و پـس از لایـه 

هاي کیتین مشاهده می ترین لایه میکروفیبریل ساخته شده است، در درونی

ها نشـان مـی مطالعه ساختمان دیواره در سایر قارچ. اند پروتئینی جاي گرفته

دار مشابه بوده و تنها نسبت ترکیبـات تغییـر  اي کیتینهاي مختلف قارچه ساختمان دیواره، در رده

1.(  

b(رشته هاي بی شکل گلوکان، Neurospora crassa: (a)ساختمان دیواره 

1997 ,(میکروفیبریلهاي کیتین به ترتیب از خارج به داخل قرار گرفته اند 

ها و موقعیت قرار  نمایش شماتیک از ساختار عمومی دیواره سلولی قارچ

Ovidio(.  

دیگري است که پیام محیط را به قارچ انتقال می

Neurospora crassa

در چهار لایه متمرکز شده

هاي بی دهد، مولکول می

شود که در ماتریسی پروتئینی محصور شده است و پـس از لایـه  دیده می

ساخته شده است، در درونی

پروتئینی جاي گرفته

ساختمان دیواره، در رده کلـی

1- 1(شکل  کنـد مـی

  

ساختمان دیواره  1-1شکل

میکروفیبریلهاي کیتین به ترتیب از خارج به داخل قرار گرفته اند ) d( پروتئینی و

  

  

  

  

  

نمایش شماتیک از ساختار عمومی دیواره سلولی قارچ 2-1شکل

Ovidio et al., 2004(آن
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  هاي قارچی هاي دفاعی گیاهان در برابر پاتوژن مکانیزم 1-4

 .شود گیاه پاسخ داده می یدفاع يها همواره با مکانیزم یقارچ يها گیاه توسط پاتوژن يساز فرآیند آلوده

 که ساختار خاص ؛شوند در برابر حمله پاتوژن بکار گرفته می یمتفاوت یدفاع يها روش یگیاه يها در گونه

گیاه با اوج پراکنش  ي، عدم تقارن دوره رشد1کمورفولوژی ، تغییرات تکاملییگیاه يبافتها و اندامها

ضد پاتوژنها از جمله این سازوکارها  یمختلف با فعالیت بازدارندگ یرکیبات بیوشیمیایتو تولید  پاتوژنها

  :شوند ي دفاعی گیاهان به دو دسته تقسیم میها مکانیزم. )Kombrink and Somssich, 1995( باشند می

  هاي دفاعی قبل از حمله پاتوژن مکانیزم 1- 1-4

 .میکنند يآن جلوگیر یهستند که قبل از حمله پاتوژن وجود داشته و از نفوذ و بیماریزای ییها مکانیزم

و  3ضد پاتوژن مثل گلوکوزیدها یشیمیای یبافتها، مواد عموم 2اپیدرمی و کوتیکولیدیواره سلولی، پوشش 

 کننده سموم آنها و فعالپاتوژن و غیر يها توژن، ترکیبات بازدارنده آنزیمضد پا يها پروتئین ،4ساپونینها

قبل از حمله  یدفاع يها گیاه از مهمترین مکانیزم یتشخیص حمله و تحریک سیستم دفاعي ها گیرنده

  .)Kombrink and Somssich, 1995( باشند یپاتوژن م

  

  

 

                                                           
١- Morphologic evolution  

٢- Cuticle and Epiderm  
٣- Glucosides  
٤- Saponins  
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  هاي دفاعی بعد از نفوذ پاتوژن مکانیز 2- 1-4

 توانند میزان خسارت را یم یدر صورت نفوذ پاتوژن و شروع فرآیند بیماریزای یدفاع يها این مکانیزم

 مقاومت ، (HR1)تحساسی فوق يایجاد واکنشها. کنند يجلوگیر يکاهش داده و از گسترش بیمار

ها  بازدارنده از جمله مهمترین این مکانیزم یو تولید ترکیبات بیوشیمیای(SAR2) سیستمی اکتسابی

  .شوند در زیر مختصراً توضیح داده می یدفاع يها از این سیستم هر کدام .هستند

  ی اکتساب یمقاومت سیستم 2-1- 1-4

 مقاومت. پاتوژن در گیاه ایجاد میشود کبا ی یدر کل گیاه است که پس از آلودگ یواکنش دفاع ینوع

که موجب نکروزه شدن بافت  یمختلف بخصوص آنهای یپاتوژن يها توسط آلودگی یاکتساب یسیستم

خواهد داشت، از این رو آن  یها کارای از پاتوژن یشوند ایجاد شده و مقاومت حاصله در برابر دامنه وسیع یم

مختلف ی تولید ترکیبات دفاع کاند که تحری ها نشان داده یبررس. دانند یم 3مقاومتی با دامنه وسیع را

مقاومت  گیاه دلیل ایجادي سط پاتوژن و تجمع آنها در بافتهاتو یمرتبط با بیماریزای يها بخصوص پروتئین

  .)Ward et al., 1991(باشد عمومی می

  هاي فوق حساسیت ایجاد واکنش 2-2- 1-4

 که در اطراف ناحیه آلوده وجود یسالم يها ، سلولیاتوژن و ایجاد مراحل اولیه آلودگبا حمله پ یگاه

 از يبافت آلوده موجب جلوگیر ياین مرگ سریع سلولها. روند بین میدارند سریعاً نکروزه شده و از 

                                                           
١- Hypersensitive Reaction  
٢- Systemic Acquired Resistance  
٣- Broad spectrum  
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 مقاومت فوق حساسیت نامیده یاین نوع مکانیزم دفاع. شود یقاط مو سرایت آن به سایر ن یگسترش آلودگ

  .)Kombrink and Schmelzer, 2001(د شو گیاه انجام می یدفاع يها از ژن يشود که با تحریک تعداد یم

  

  ترکیبات بیوشیمیایی بازدارندهید تول 2-3- 1-4

 يها اعلام هشدار، ایجاد علائم شروع کننده چرخه يتولید ترکیبات شیمیایی مختلف که در فرآیندها

 گیاهان براي مقاومت در برابر ينقش دارند، از مهمترین راهکارها پاتوژن يو تجزیه ساختارها یدفاع

 شوند که تولید می یوده و تقریبا در تمام گیاهان عالاین ترکیبات بسیار متنوع ب. میباشد یقارچ يپاتوژنها

 مستقیم بطور یو ترکیبات با اثر بازدارندگ یات هشداردهنده و محرك سیستم دفاعدر ذیل دو گروه ترکیب

  .شوند یخلاصه توضیح داده م

  گیاه یدفاع یعلائم تنظیم يمحرك رهاسازترکیبات  -الف

 باشند می یدفاع يها از جمله این محرك ک، اتیلن و اسید جاسمونیکپراکسید هیدروژن، اسید سالیسیلی

 .گیاه میشوند یکل سیستم دفاع کتولید شده و موجب تحری یمراحل اولیه واکنش گیاه به آلودگکه در 

 تولید شده و به طور مستقیم از رشد پاتوژن یبه آلودگ یگیاه يها پراکسید هیدروژن در پاسخ سلول

گیاه در  یدفاع يها پاسخ يساز فعال يعلامت دهنده برا یترکیب کاسیدسالیسیلی .کند می يجلوگیر

اتیلن  .کند عمل می )SAR(ی اکتساب یمقاومت سیستم كعنوان محرباشد که به  یپاتوژن م یمقابل آلودگ

ها و به طور مستقل  توژنحمله پا هستند که پس از يا علامت دهندهو اسید جاسمونیک احتمالاَ ترکیبات 

که به اتیلن یا  يا یافته گیاهان جهش. نمایند سالیسیلیک عمل می مربوط به اسید يها از پاسخ

تر  شاخه و برگ حساس کننده ریشه یا آلوده يها دهند، نسبت به قارچ نش نشان نمیواک کاسیدجاسمونی

  .هستند
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   رشد پاتوژن يمستقیم رو یبا اثر بازدارندگ یمحصولات ژن -ب

PRPیا  یمرتبط با بیماریزای يها پروتئین
از  ها مهمترین ترکیبات این گروه هستند که قبل، حین و یا بعد1

ی ها اولین بار در گیاهان توتون این پروتئین. ، کنترل و یا تخفیف صدمات موثرنديحمله پاتوژن در پیشگیر

 دادند حساسیت نشان می واکنش فوق 2با ویروس موزائیک توتون یبرابر آلودگکه به صورت شدید در 

تحقیقات بعدي نشان داد که  .نامیده شدند یمرتبط با بیماریزای يها رو پروتئین شده و از این یشناسای

گیاه مانند  یداخل یهاي مختلف، ترکیبات بیوشیمیای ترکیبات بسیار متنوع بوده و در اثر حمله پاتوژناین 

ن ای .)Theis and Stahl, 2004( شوند محیطی تولید می يسالیسیلیک، ایجاد زخم و همچنین تنشها اسید

شوند  گروه تقسیم بندي می 17خواص بیولوژیک و نحوه اثر در  ،یترکیبات بر اساس ساختار مولکول

  ).2-1جدول(

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                           
١-Pathogensis-related protein  
٢-Tobacoo Mosaic Virus  
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 هاي مرتبط با بیماریزایی بر اساس ساختار مولکولی، خواص بیولوژیک و نحوه اثر آنها طبقه بندي انواع پروتئین 2-1دول ج

)Van loon  and Van strien, 1999 .( 

 شماره خانواده نوع پروتئین دفاعی محل اثر

 PR-1 پروتئین هاي اولیه ضد قارچی غشاء پلاسمایی

گلوکاناز-β-1،3 گلوکان دیواره سلولی  PR-2 

)7و  6، 4،  2، 1کلاس هاي (اندوکیتیناز کیتین دیواره سلولی  PR-3 

)پروهاوئین(اندوکیتیناز کیتین دیواره سلولی  PR-4 

 TLP(  PR-5(اسموتین و پروتئین هاي شبه تاوماتینی غشاء پلاسمایی

 PR-6 بازدارنده پروتئیناز پروتئینازهاي پاتوژن

 PR-7 پروتئیناز نامشخص

)3کلاس (اندوکیتیناز کیتین دیواره سلولی  PR-8 

 PR-9 پراکسیداز تحریک سیستم دفاعی

RNA پاتوژن   RNase PR-10 

)5کلاس (اندوکیتیناز کیتین دیواره سلولی  PR-11 

 PR-12 دیفنسین غشاء پلاسمایی

 PR-13 تیونین غشاء پلاسمایی

 LTP(  PR-14(پروتئین هاي انتقال لیپید لیپید ها

اکسیداز -اگزالات غشاء پلاسمایی  PR-15 

اکسیداز -پروتئین هاي شبه اگزالات غشاء پلاسمایی  PR-16 

 PR-17 نامشخص نامشخص

درسیستم دفاعی گیاهان و ارتباط  و بتاگلوکانازها ها دیفنسین ها، کیتینازها،pgipه دلیل اهمیت ویژه ب

  .دشومستقیم با موضوع این پژوهش انواع، نقش و مکانیزم عمل آنها با تفصیل بیشتري توضیح داده می
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  ها ي گیاهی و انواع آنکیتینازها 1-5

 کیتیناز، هاي آنزیم حضور که دهد یم نشان ها بررسی ندارد وجود عالی گیاهان در کیتین اینکه به توجه با

 Graham and( تاس دار کیتین زايیبیمار عوامل با مواجهه در گیاه ایمنی پاسخ از بخشی درگیاهان،

Sticklen, 1994 & Botha et al., 1998 ( قارچی بیماریزاي عوامل هجوم با ها آنزیم این تولید که آنجا از و 

 ,.Schlumbaum et al( نامند می بیماریزایی با مرتبط هاي پروتئین را آنها یابد، می افزایش ،راتحش و

 جاگیري مکان ژنی، هاي دامنه ،هآمین اسیدهاي توالی در تشابه برحسب را گیاهی کیتیناز هاي آنزیم .)1986

خود در  کلاس، شش این .کنند می بندي تقسیم دسته شش در خصوصیات سایر و بافتها و سلولها در آنزیم

خصوصیات این . گیرند قرار می  (Glycosyl hydrolases)  از گلیکوزیل هیدرولازها 19و  18 دو خانواده

  .)  Kasprzewska,  2003 & Collinge et al., 1993(شش کلاس به طور خلاصه در زیر آورده شده است 

  1یتینازهاي کلاس ک 1- 1-5

به  ، دامنه اتصال)SP( نشانه پپتیدي توالی یک شامل مختلف ژنی هاي دامنه داراي کلاس این کیتینازهاي

، ناحیه کاتالیتیک و یک توالی اضافه در انتهاي )HR(ها  ، ناحیه حد فاصل دامنه)CBD(کیتین 

شوند که تفاوت  تقسیم می bو  aخود به دو زیرکلاس  1کیتینازهاي کلاس . هستند) CTE(کربوکسیلی 

در انتهاي این توالی شش تایی از اسیدهاي آمینه . باشد می bدر زیرکلاس  CTEآنها در حذف ناحیه 

هاي  ناحیه کاتالیتیک کیتیناز. شود کربوکسیلی موجب هدایت و ذخیره پروتئین کیتینازي در واکوئل می

هاي مرتبط با  پروتئین 3این کلاس نیز به گروه . گلیکوزیل هیدرولازها تعلق دارد 19به خانواده  1کلاس 

  .تعلق دارد) PR-3(بیماریزایی 

  2کیتینازهاي کلاس  2- 1-5

در ) HR(و ناحیه میانی ) CBD(بوده اما ناحیه اتصال کیتین  1کاتالیتیک این کلاس مشابه کلاس  ناحیه

شوند که بیانگر جایگیري و ذخیره  این کیتینازها بیشتر در عصاره بین سلولی دیده می. آنها وجود ندارد
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 aشود که زیر کلاس  یتقسیم م bو  aاین کلاس نیز به دو زیر گروه . باشد آنها در فضاي آپوپلاستی می

ناحیه کاتالیتیک کیتینازهاي این کلاس به خانواده . باشد هایی در ناحیه کاتالیتیک می داراي حذف شدگی

  .هستند PR-3جزء گروه  گلیکوزیل هیدرولازها تعلق داشته و 19

  3کیتینازهاي کلاس  3- 1-5

ها  نظر توالی و ساختار با سایر کلاسلیزوزایمی هستند و از -کیتینازهایی با فعالیت دوگانه کیتینازي

این کیتینازها . کیتینازهاي این کلاس درعصاره بین سلولی و خارج سلولی وجود دارند. مشابهتی ندارند

ناحیه . هاي زیادي دارند با کیتینازهاي مخمرها مشابهت فاقد دامنه اتصال به کیتین بوده و از نظر توالی

این کلاس نیز در گروه . گلیکوزیل هیدرولازها تعلق دارد 18ه خانواده کاتالیتیک کیتینازهاي این کلاس ب

  .شوند طبقه بندي می) PR-8(بیماریزایی  هاي مرتبط با پروتئین 8

  4کیتینازهاي کلاس  4- 1-5

بوده اما  1هاي اتصال به کیتین و ساختار کلی مشابه کیتینازهاي کلاس  داراي دامنه 4کیتینازهاي کلاس 

همچنین ناحیه کاتالیتیک . کوچکتر هستند 1حذف شدگی در توالی، از کیتینازهاي کلاس به دلیل چند 

ناحیه کاتالیتیک . دهند نشان می 2هایی با ناحیه کاتالیتیک کیتینازهاي کلاس  آنها نیز مشابهت

 3این کلاس نیز در گروه . گلیکوزیل هیدرولازها تعلق دارد 19کیتینازهاي این کلاس به خانواده 

  .شوند می  طبقه بندي) PR-3(هاي مرتبط با بیماریزایی  تئینپرو

  5کیتینازهاي کلاس  5- 1-5

تفاوت داشته اما با اگزوکیتینازهاي باکتریایی کلاس  4و  2 ،1هاي  این کیتینازها از نظر ساختاري با کلاس

گلیکوزیل هیدرولازها تعلق  18ناحیه کاتالیتیک کیتینازهاي این کلاس به خانواده . هایی دارند مشابهت 3

  .شود طبقه بندي می) PR11(پروتئین هاي مرتبط با بیماریزایی  11این کلاس در گروه . دارد
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  6کلاس کیتینازهاي  6- 1-5

ندارند و مشابه  4و  2، 1هاي  مشابهتی با کلاس 5کیتینازهاي این کلاس نیز همانند کلاس 

ناحیه کاتالیتیک کیتینازهاي این کلاس به . )Menis, 1994(باشند  می 3زهاي باکتریایی کلاس اگزوکیتینا

  .مرتبط با بیماریزایی قرار دارد هاي پروتئین 3گلیکوزیل هیدرولازها تعلق دارد و در گروه  18خانواده 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ناحیه حد فاصل : HRدامنه اتصال به کیتین، : CBDپپتید نشانه، : SP. هاي کیتیناز گیاهی نمایش شماتیک کلاس 3-1شکل 

ها  بیانگر حذف شدگی از نوارها که منقطع هستند  نواحی. توالی انتهاي کربوکسیلی: CTEناحیه کاتالیتیک، : Catalyticها،  دامنه

 ).Kasprzewska, 2003(هستند

  

  نقش کیتینازها در گیاهان 7- 1-5

 نیز سالم گیاهان در .بود گیاه دفاعی سیستم در کیتینازها مهم نقش دهنده  نشان اولیه تحقیقات نتایج

 میزان مختلف هاي پاتوژن حمله با که دارند وجود مختلف هاي بافت در کیتینازها انواع از مقادیري همواره

 چون عواملی ها پاتوژن حمله بر علاوه که اند داده نشان ها بررسی .دیاب می افزایش کیتینازها تجمع و تولید
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 ,John(شوند  د کیتینازها میتولی تحریک موجب نیز شیمیایی مواد بعضی و زخم ایجاد محیطی، هاي تنش

 اتیلن، هاي هورمون شدن آزاد باعث گیاهان، در حشرات و ها چقار از ناشی فیزیکی هاي آسیب. )1997

 کیتیناز آنزیم تولید تحریک سبب ترکیبات این که شود می گیاه در اسید سالیسیلیک و اسید جاسمونیک

 سایر در گیاه، دفاعی سیستم در اساسی نقش بر علاوه کیتینازها. )Byrne et al., 2001( دگردن یم گیاه در

 در مقاومت ،گیاه دفاعی سیستم در آنها نقش مهمترین حال این با .دارند دخالت نیز گیاهان هاي فعالیت

 ساختار که دهند می انجام مختلف هاي روش اب را خود دفاعی وظیفه کیتینازها .باشد می ها پاتوژن برابر

 Iseli et( است مؤثر دفاعی هاي فعالیت در آنها شرکت نحوه در کیتینازها بیولوژیکی خصوصیات و مولکولی

al., 1996(. برابر در مقاومت ایجاد براي که است داده نشان گیاهی کیتینازهاي عمل مکانیزم بررسی 

 در آپوپلاستی کیتینازهاي اساسی نقش . کنند می عمل صورت دو به قارچی هاي پاتوژن عمدتاً ها پاتوژن

 این و کرده آزاد پاتوژن ساختمان از را 1دهنده هشدار هاي مولکول که بوده پاتوژن حمله اولیه مراحل

 را است کرده نفوذ سلولی بین فضاي در که قارچی هیف آلودگی به مربوط اطلاعات خود نوبه به ها مولکول

 به ها مولکول این دیگر طرف از .شوند می آن تحریک موجب و کرده منتقل گیاه دفاعی سیستم به

 افزایش موجب توانند می و هستند دفاعی هاي مکانیسم کننده فعال که شوند می متصل خاصی هاي گیرنده

 آپوپلاستی کیتینازهاي میزان افزایش .شوند واکوئلی یا آپوپلاستی کیتینازهاي مانند دفاعی ترکیبات تولید

 در .نماید می  مقابله آماده را دفاعی سیستم و کرده تشدید را دهنده هشدار هاي مولکول تولید خود نوبه به

 شود، می پاره پلاسمایی غشاء و دیده صدمه سلول قارچ هیف نفوذ اثر در که زمانی و آلودگی بعدي مراحل

 متوقف را قارچ رشد و تجزیه را کیتین شده سنتز تازه هاي زنجیره و شده خارج واکوئلی کیتینازهاي

 و گیاه دهنده هشدار سیستم تحریک در بیشتر آپوپلاستی کیتینازهاي رسد می نظر به .کنند می

 و تکاملی هاي بررسی. هستند مؤثر ها پاتوژن گسترش از جلوگیري و تجزیه در واکوئلی کیتینازهاي

                                                           
١- Elicitors  
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 کیتین تجزیه در که کاتالیتیک هاي هدامن) واکوئلی( 1س کلا کیتیناز در که اند داده نشان نیز فیلوژنیک

 توالی تنوع داراي و یافته تکامل ها قارچ بیماریزایی قدرت تکامل و تغییر با همراه کنند می عمل تر قوي

 و نکرده چندانی تغییر کاتالیتیک دامنه )آپوپلاستی( 3نوع   کیتیناز در که حالی در هستند، وسیعی

 رخ آنها غیرکاتالیتیک هاي دامنه در بیشتر تکاملی تغییرات و اند شده محافظت زیادي حد تا آن هاي توالی

 .)Bishop et al., 2000( است داده

  

   )PGIPs(گالاکتوروناز قارچی  کننده از فعالیت پلی هاي ممانعت پروتئینانواع مختلف  1-6

  (HGA) هوموگالاکتورونان 1-6-1

HGA از هایی زنجیره هاD-اسید گالاکتورونیک )GA (1-4اتصالات باβ  هاي فرم توسط که باشند می 

PGendo/exo شدن میتله درجه داراي که هایی هوموگالاکتورونان. شوند می تخریب لیازها همچنین و 

 شدن متیله از بالایی درجه داراي که هایی هوموگالاکتورونان و) پکتیک اسید( پکتات را باشند می پائینی

 هاي گروه از غنی هاي گالاکتورونان براي Xylogalacturonan اصطلاح و. نامند می پکتین را باشند می

 که) 5- 1شکل( شود می اطلاق) باشند شده متصل گالاکتورونان اسکلت 3 کربن به که( Xylose جانبی

 پلی این عملکرد اگرچه. شود می یافت کاج گرده و سیب میوه سویا، دانه مثل مولد هاي بافت در بیشتر

 کند می محدود را گزیلوگالاکتورونان تخریب براي PG توانایی گزیلوز حضور ولی نشده شناخته ساکارید

)Ridley, 2001(. 

  گالاکتوروناز هاي پلی آنزیم 1-6-2

بستري ژل مانند از مواد پکتینی در سلولزي  سلول گیاهی از شبکه سلولزي و همی نخستیندیواره ترکیب 

 هاي ها و همچنین ترکیب اصلی تیغه میانی در سلول پکتین ترکیب عمده دیواره سلولی دولپه اي. باشد می
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، بخصوص يگالاکتوروناز پلی هاي در بین پکتینازها، آنزیم .)Carpita and Gibeaut 1993(گیاهی است 

هاي پکتینازي از جمله  دیگر آنزیم. دارنددیواره سلول گیاهی  آنها، نقش مهمی در تخریب يفرم اندو

 .)Copper and Wood, 1975(ند دار PGبا  تیساغلب عملکرد سینرژی پکتین متیل استراز و پکتین لیاز

ها و گیاهان تولید  ها، قارچ بوسیله تعداد زیادي از موجودات زنده اعم از باکتريکه گالاکتورونازها  اندوپلی

دیواره سلولی گیاه درگیر  در بسیاري از فرایندهاي فیزیولوژیکی و بیماریزایی با تخریب و تغییر، دنشو می

، نرم نمودن و )Futamura et al., 2000(هاي رشدي  براي پروسهها  نوع آنزیمگیاهان از این  .هستند

و یا نمو گرده ، ی همچون برگ، میوهیها ریزش ارگان ،)Peretto, 1992(میوه، تشکیل ریشه  یدنرس

OG به عنوان مثال در گوجه فرنگی. کنند هاي سیگنالی استفاده می تحریک سیستم
تولید شده  ايه1

 ,Simpson( شوند سبب تحریک تولید اتیلن می ،4- 6برابر  2نمریزاسیو درجه پلی با PGتوسط فعالیت 

C.G. 1995(. آرابیدوپسیس بنابراین در گیاه کوچکی همچون )Arabidopsis thaliana(  نوع  50بیش از

PG شناسایی شده است )Torki et al., 2000(. ها به منظور کلونیزاسیون موفق در بافت میزبان  قارچ

CWDEاز انواعی 
هاي  این آنزیم. کنند ترشح میرا ترکیبات دیواره سلولی  مریزه کنندهیهاي دپل3

قرار  تخریب معرضدیگر پلیمرها را در ، دیواره سلولینمودن  سستکه با  دپلیمریزه کننده پکتینی

قارچی  PGهاي کد کننده  ژن ).Annis and  Goodwin, 1997( دهند اغلب واجد خانواده ژنی هستند می

 ژنی چند شکلیداراي درجه بالایی از هستند بنابراین بصورت یک خانواده ژنی گیاهی  PGهمانند 

هایی  ها اغلب به صورت ایزوآنزیم قارچها در  ژن محصولات این. )Annis and  Goodwin, 1997(باشند  می

نشان دهنده  ها ها در پاتوژن تنوع وسیع ایزوآنزیم. ندهستد که داراي خواص آنزیمی متفاوتی نشو تولید می

هاي پکتینی در گیاهان است که سبب شده هر کدام داري فعالیت اختصاصی،  پیچیدگی مولکول

                                                           
١- Oligogalacturonic acid  

٢- Degree of polymerization  

٣-Cell Wall-Degrading Enzymes 



٢٠ 
 

 باشند میمجهز  ها PG از ها به انواعی بنابراین قارچ. باشند داپتیمم خاص خو pHسوبستراي اختصاصی و 

البته تغییرات بعد از . دسترسی به سوبستراي کربنی مناسب براي آنها مشکل نباشد ،تا در شرایط متفاوت

حضور و یا عدم حضور و همچنین ترجمه از قبیل میزان گلیکوزیله شدن، افزایش مقاومت به پروتئازها 

ش با نواحی پلیمر پکتینی موثر نک و میانن آن کرد در اختصاصی عمل PG در آنزیم ترمینال -Nدنباله 

داراي که ی یها محدوده میزبان موثر است بطوریکه پاتوژن دراثر متقابل PGنی ژاندازه خانواده  .است

به هر حال این را نباید به عنوان یک . نها نیز وسیع استآباشند محدوده میزبانی  خانواده ژنی بزرگ می

وجود ها  در قارچبیان شده  endoPG در شرایط عادي مقداري از .ها تعمیم داد واقعیت براي همه قارچ

هاي تحریک  فاز زودرس آلودگی به منظور رهاسازي متابولیت در آنزیمیاین سطح پایه از فعالیت . دارد

طویلی  هايها اولیگومرend PG عموما . (Chen et al., 2002)ود دارد جهمواره و PGسنتز بیان کننده 

 ,.Parenicova et al(شود  که به تدریج با حملات بعدي به قطعات کوچکتر تبدیل می کنند می تولید

قارچی روي بافت گیاهی اثر داده شود  endoPG گزارشات نشان داده که وقتی از سوي دیگر. )2000

هاي پروتئینازي  ها، سنتز لیگنین، اتیلن، مهار کننده هاي دفاعی همچون تجمع فیتوآلکسین از پاسخ برخی

  .)Lang and Dornenburg, 2000( دنشو گلوکاناز تحریک می  -1،3و 

  

  )PGIP( گالاکتوروناز پلی از فعالیت آنزیم کننده ممانعت هاي پروتئین 1-6-3

  پاتوژنیک هاي قارچ علیه دفاع در PGIP کردلعم 1- 1-6-3

 از بیماریزا هاي قارچ از بسیاري در گیاهی هاي میزبان به رسانی آسیب در اصلی فاکتور عنوان به PG نقش

 ,.Aspergillus flavus )Shieh et al., 1997(، Sclerotinia Sclerotiorum )Di Matteo et al قارچ جمله

2006(، Botrytis cinerea، Ralstonia solanacearum  )Huang and Allen, 2000(، Fusarium 
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oxysporum )Zamani et al., 2000( کلونیزاسیون براي فیتوپاتوژنیک هاي قارچ این. است شده گزارش 

 را endoPG باشند، PG بیان سنتز کننده تحریک که هایی متابولیت رهاسازي همچنین و خودشان موفق

 ها هوموگالاکتورونان درونی باندهاي روي اثر با ها  endoPG عموماً. کنند می ترشح آلودگی زودرس فاز در

 ها هوموگالاکتورونان نمودن محلول و قطعه قطعه سبب باشند، می پکتین صاف نواحی آنها اصلی مولفه که

 پائین )DP( درجه پلیمریزاسیوندر قطعات این. )Federici et al., 2001( شوند می OGA قطعات تولید و

 15-9 برابر DP در اما کنند می عمل پکتینازي هاي آنزیم دیگر بیانی هاي سیستم کننده تحریک عنوان به

 باشند می میزبان دفاعی سیستم تحریک به قادر فعال نیديوالیگوگالاکتور قطعات عنوان به

)Shanmugam, 2005( .توسط کوچکتر قطعات به بلافاصله و است کوتاه بسیار قطعات این عمر endoPG 

 نفوذ شود، می فراهم قارچ براي لازم کربنی منبع اینکه ضمن endoPG عملکرد با بنابراین .شوند می تبدیل

 راحتی به گیاهان همه در اما. )Shanmugam, 2005( گردد می تسهیل نیز قارچی پاتوژن کلونیزاسیون و

 غنی اي لپه تک گیاهان در و اي لپه دو گیاهان از بسیاري آپوپلاست در چراکه افتد، نمی اتفاق فرایند این

 کننده مهار هاي پروتئین اطلسی گل و آرابیدوپسیس در همچنین و تره و پیاز نظیر پکتین از

 که اند شده شناسایی هستند، پکتینازي کننده مهار هاي گروه مهمترین از که) PGIP( گالاکتوروناز اندوپلی

 کلونیزاسیون فعال، الیگوگالاکتورونیدي قطعات آزادسازي و PG فعالیت  ممانعت یا تنظیم طریق از قادرند

LRRاین . کنند محدود را قارچی
 تعدیل را آنها فعالیت قارچی endoPG به اتصال با ها گلیکوپروتئین 1

 فعال اولیگوگالاکتورونیدهاي نتیجه در شوند می تر کوچک قطعات به ها OG تجزیه از مانع و کنند می

 به قارچ به اندوژنوسی رسانی پیام ترتیب این به. کنند می تحریک را گیاه دفاعی سیستم شده ایجاد

 پیشرفت انداختن تاخیر به سبب نتیجه در و اندازند می تاخیر به را پکتینازي هاي آنزیم دیگر ترشح منظور

 آلوده نواحی مجاور سالم بافت دفاعی هاي پاسخ دیگر تحریک میزبان، بافت پوسیدگی کاهش قارچی، هیف

                                                           
-١ Leucine-Rich Repeat glycoproteins 
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 ها کننده مهار این. )De Lorenzo and Ferrari, 2002( گردند می قارچی کلونیزاسیون توقف نهایت در و

 سلولی خارج ماتریکس به که باشند می کیلودالتون 40- 55 مولکولی وزن با گلیکوپروتئینی هاي مولکول

  .) Johnston et al., 1993( اند شده متصل یونی پیوندهاي با گیاهی سلول

  

با  اما شوند، وارد عمل می سوبسترایش در برابر وروناز قارچیتگالاک پلی گریري با قرار هاي سبزرنگ قسمت 4-1شکل

 .شوند می بلوکه هاي فوق آمینه اسید PGIP حضور

  

 2هاو دیفنسین 1هاتیونین 1-7

اي گیاهی هستند که پس از حمله میکروبی سنتز شده و تجمع  هاي غیر ذخیره پروتئینین ترکیبات ا

 یاز سیستئین با وزن مولکول یکوچک غن يپپتیدهاها  دیفنسین. )Van Loon et al., 1994( یابند می

ي  در همه هاي حفاطت شده ریشه. که بار خالص مثبت دارند هستند )ي اسید آمینه ریشه 54تا  45( پائین

و ریشه آروماتیک در  34و  13هاي  اسید آمینه گلیسین در موقعیت 2اسید آمینه سیستئین،  8ها،  توالی

                                                           
-١ Thionins 

-٢ Defensins 
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ها نسبتا کوچک و داراي  تمام دیفنسین .است 29ي گلوتامیک در موقعیت  و یک ریشه 11موقعیت 

موازي  α-helixسه رشته اي با یک  sheet-β ی با ساختار سه بعدي متشکل از یکپپتیدهاي عموم

سولفید تثبیت  هاي گیاهی معمولا این ساختار با چهار پل دي در دیفنسین ).Fant et al. 1998(باشند  می

مهم سیستم دفاعی در گیاهان در غلظت میکرو مولار رشد  ها به عنوان ترکیبات دیفنسین .شده است

و  یقارچ يها غشاء سلول يبا تغییر در نفوذپذیر و .کند اي را ممانعت می هاي رشته طیف وسیعی از قارچ

تولید بیش از حد معمول  .دهند میخود را انجام  یها فعالیت ضد قارچ از بیوسنتز ماکرومولکول يجلوگیر

هاي مختلف نظیر  پاتوژن ها در گیاهان در معرض آلودگی، موجب کاهش خسارت تیونینها و  دیفنسین

علاوه بر  ).Gao et al., 2000( شود می Plasmodiphoraو  Fusarium ، Alternariaيها جنس يقارچها

توانند بیان  اند می هاي دیفنسین نسبتا پاتوژن القاء هستند و سایر ترکیبات که درگیر با مقاومت نژ ،این

 یهاي دفاع رسد در سیستم این ترکیبات به نظر می ).Parashina et al., 2000(همیشگی داشته باشند 

ها ، حشرات و پستانداران  توانند سمیت بالا براي میکرواورگانیزم گیاه درگیرند بصورتی که این ترکیبات می

ه شده گندم ارقام مقاوم دلالت بر این دارد که هاي آلود تجمع تیونین در دیواره سلولی سنبله .داشته باشند

همچنین . نقش دارد Fusarium culmorum  هاي دفاعی به آلودگی تجمع این ترکیب با پاسخ

هاي گیاهی به عنوان یک ابزار بیوتکنولوژي به منظور بهبود تولید محصول در موجودات اصلاح  دیفنسین

  .اند قارچ ها آزمایش شده ژنتیکی شده، از طریق ایجاد مقاومت در برابر

  هاي گیاهی در دفاع نقش دیفنسین 1-7-1

ز سیستم ایمنی ذاتی گیاه ها بخش جدایی ناپذیر ا هاي متعددي بیانگر این است که دیفنسین گزارش

هاي گیاهی بعنوان یک الگوي  در حال حاضر اکثر دیفنسین .در سیستم دفاعی گیاه نقش دارندهستند و 

 de Beer( شوند هاي زنده بیان می در مقابل حمله پاتوژن، جراحات و برخی تنشساختاري هستند که 
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and Vivier, 2011(. ها در دفاع گیاهان نقش دارند  کند که دیفنسین هاي متعددي بیان می ویژگی

)Selitrennikoff, 2001 .(ها در برگ، غده، گل، غلاف و  آن. ها سازگار است ها با نقش دفاعی آن توزیع آن

هاي در حال جوانه زنی و در حال توسعه دارند  انه شناسایی شده اند و نقش مهمی در حفاظت از دانهد

)Garcia-Olmedo et al., 1998.( هاي  روزنه و سلولهاي گیاهی در آوند چوبی،  علاوه بر این، دیفنسین

حضور ). Kragh et al., 1995(شوند  یافت می peripheralهاي پارانشیم و دیگر نواحی  اي، سلول روزنه

هاي مختلف با نقش دفاعی این پپتیدها همخوانی داشته و اعتقاد بر این است که این  ها در بافت دیفنسین

 ,Carvalho and Gomes(دهد  ها رخ می ها، جایگاهی هستند که اولین تماس با پاتوژن در آن مکان

هاي ضدمیکروبی را در شرایط آزمایشگاهی  فعالیتاي از  ها طیف گسترده علاوه بر این، دیفنسین ).2011

. هاي خارجی بیان شد با بیان دیفنسینهایی بر مبناي تولید گیاهان تراریخت  اخیرا گزارش. اند نشان داده

ه کشی، مهار هاي بیولوژیکی مانند فعالیت ضد میکروبی، حشر ها داراي تعداد زیادي از فعالیت از این رو، آن

 Carvalho and Gomes(هاي غیر زنده نقش دارند  به عنوان واسطه در تنش ین وکننده سنتز پروتئ

ها، طبقه بندي  روتئینهاي گیاهی بر طبق طبقه بندي پ گزارش کرد که دیفنسین) 2001(فرانکو  ).2009

ها که از  اي از دیفنسین خانوادهبراي مثال، . باشند هاي بیولوژیکی متعدد می عالیتف شوند و داراي می

Vigna unguiculata  اند در اشکال مختلف همولوگ، به عنوان ضد قارچ، ضد باکتري و  جدا شده

هاي متعددي دارند اما فعالیت  ها نقش اگرچه دیفنسین ).Franco, 2011(د نکن عمل میمهارکننده آنزیمی 

  .ها مشاهده شده است ها به طور عمده در برابر قارچ ضد میکروبی آن
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1-8  1،3-β -گلوکاناز 

. می باشند) PR2(نازها اتوانند در سیستم دفاعی گیاه نقش داشته باشند گلوکهاي دیگري که میآنزیم

هاي ساختاري است ، شامل پروتئینІکلاس. ناز شناسایی گردیده استاگلوک 1،3حداقل سه کلاس از بتا 

باشند که در فضاي اسیدي میهاي شامل یکسري پروتئین шو  пهاي کلاس. که در واکوئل قرار دارند

 PR-2نوع از Pathogensis Related (PR)هاي این گروه شامل یکسري پروتئین. خارج سلولی قرار گرفتند

,PR-N ,PR-O  وPR-Q گلوکناز  1،3بتا . باشندباشد که در خامه گل موجود میو دو تا گلیکوپروتئین می

سیم سلولی، تشکیل دانه گرده و جوانه زنی شرکت در چندین مرحله رشدي و فیزیولوژیکی از جمله تق

هاي هاي کتیناز و بتاگلوکناز هر دو داراي ساختمان مشابهی می باشند ولی از نظر ویژگیآنزیم .کندمی

لیت ضد قارچی با یکدیگر ابیوشیمیایی، ساختمان اولیه، فعالیت آنزیمی، موقعیت درون سلولی و فع

هایی مشخص گردید زمانی که آنزیم کتیناز همراه با طبق بررسی ).Simmons, 1994( باشندمتفاوت می

ها بیشتر خواهد بود به    ها بر روي قارچشوند اثر بازدارندگی آنگلوکناز به کار برده می 1،3آنزیم بتا 

را تا  Fusarium oxysporumهاي حاوي ژن کتیناز و گلوکناز شدت بیماري در اثر طوریکه گوجه فرنگی

مراه سایر ه هاي کدکننده کتیناز بهبنابراین مهندسی ژن).  Jongedijk  et al., 1995( کاهش دادند 58٪

هاي قارچی افزایش ها را در برابر پاتوژنهاي ضدقارچی به گیاهان، حفاظت آنهاي کدکننده پروتئینژن

در عین حال . ی گرددهاي قارچتواند منجر به کنترل طیف وسیعی از پاتوژناین مسیر می. دهدمی

ها هاي اختصاصی سنتز کتین به گیاهان مانند پلی اکسینراهکارهاي دیگري براي وارد کردن بازدارنده

  ).Ride and Barber, 1990(دهد دار را کاهش میهاي کتینوجود دارد که گسترش پاتوژن
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  هاي پاتوژنیک گیاهی در دفاع علیه قارچ گلوکاناز-β-1،3نقش  1-8-1

هاي ویروسی و قارچی از جمله عواملی هستند که ضمن ایجاد خسارت به محصولات کشاورزي  بیماري

ها  مطالعه ساختمان دیواره سلولی در قارچ .شوند مانع کشت آنها در بسیاري از شرایط آب و هوایی می

ن، شبکه اي از هاي بتاگلوکا شامل مولکول(دهد که تقریبا، الگوي کلی ساختمان دیواره سلولی  نشان می

ها مشابه بوده و تنها نسبت  هاي مختلف قارچ ، در اکثر رده)هاي کیتین ها و میکروفیبریل گلیکوپروتئین

بتاگلوکان هموپلیمري از منومر دي گلوکز است که با فرم بتا به ). Deacon, 1997(کند  ترکیبات تغییر می

و  Haran et al., 1996( باشند موجود در طبیعت میساکاریدهاي  ترین رده پلی هم متصل شده و از فراوان

Pitson et al., 1993 ( .هاي هیدرولازي  ترین عوامل موثر در بیوکنترل استفاده از انواع آنزیم یکی از مهم

 ,.Nobe et al( گردند هاي بیماریزاي گیاهی باعث نابودي آن می است که با فرو پاشیدن ساختار سلولی قارچ

بتاگلوکاناز، بخشی از دیواره که  -3و1هاي گلوکاناز به ویژه  با تشدید فعالیت آنزیم. )Whipps, 2001و  2004

از سوي دیگر از آنجا که کیتین . رود عمدتا از ترکیبات گلوکانی ساخته شده است به طور کلی از بین می

ا فعالیت گلوکانازي هاي گلوکان محصور شده است، غالب هاي بیماریزا در ماتریکسی از رشته دیواره قارچ

 بتا گلوکنازها معمولا بعد از حمله پاتوژن ).Haran et al., 1996(شود  پیش از فعالیت کیتینازي مشاهده می

گردد و معمولا به صورت هاي زیستی یا غیرزیستی مختلف در گیاه القا میبه گیاه و یا تحت استرس

  ).Simmons., 1994( کندسینرژید با آنزیم کتیناز عمل می
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  فسفونیک اسید  1-9

نخستین بار  معدنی فسفره لمان بعلت کمبود عناصرآل کشورهاي ایالت متحده امریکا و در جنگ جهانی او

ترکیب فسفیت  1383در سال .از منابع فسفیت بعنوان جایگزین کود شیمیایی فسفاته استفاده کردند

در ایران به  ها در گروه سموم آلی فسفونات سم و_کودپتاسیم با نام عمومی فسفونیک اسید بعنوان ترکیب 

میلادي دانشمندان فسفونات را ترکیبی با قابلیت قارچکشی قوي وکودي با  1990در اوایل  .ثبت رسید

به  فسفیت علاوه بر تحریک رشد رویشی و زایشی گیاه منجر .فوق العاده تولید و ترویج نمودندتاثیرگذاري 

فسفیت بدلیل دارا بودن  .گردد می Oomyceteهاي خانواده  امل بیماریزایی قارچکنترل طیف وسیعی از عو

فسفات سرعت حرکت بیشتري از فسفات دارد و  طی زمان کوتاهی در سراسر گیاه  یک اکسیژن کمتر از

با معرفی ترکیبات متنوع فسفیت پتاسیم در اواسط دهه . )Adams and conral, 1953( یابد انتشار می

محققین پی بردند که این ترکیبات موجب پیدایش تاثیرات چشمگیر کمی وکیفی در  ،میلادي 1990

ش یافزا افزایش وزن و گسترش ریشه، :که میتوان به موارد زیر اشاره کرد شوند محصولات کشاورزي می

از دیگر  .)Lavott, 1999( باشد بهبود و افزایش قابلیت انبار داري می زودرسی محصول، وزن و اندازه میوه،

   .باشد هاي فسفیت پتاسیم کنترل عوامل بیماریزا می نقش

  نقش فسفیت پتاسیم در کنترل عوامل بیماریزاي گیاهی 1- 1-9

فسفیت پتاسیم سمی سیستمیک علیه عوامل بیماریزاي قارچی و باکتریایی خاکزاد و هوازاد بوده که به 

شیوه عمل فسفیت در کنترل . کند از بالا به پایین و از پایین به بالا در گیاه حرکت می 1صورت دو طرفه

نتیجه تحقیقات در . باشد هاي گیاهی، نخست مرتبط با تاثیر مستقیم بر روي عوامل بیماریزا می بیماري

در  است که ترکیبات حاوي فسفیت موجب اختلال آنبیانگر  .Phytophthora spزمینه کنترل قارچ 

                                                           
١-Symplastic ambiomobility  
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گردند که مهمترین عامل  درون عامل بیماریزا می 2و پیروفسفات 1فسفات تابولیسم فسفر و تجمع پلیم

 ,.Niere et al( باشد و تجمع پیروفسفات می 3هاي آنابولیسمی پیروفسفوریلاز موثر در بر هم ریختن واکنش

فرایند تولید گلیکوتیک پنتوز از سوي دیگر تجمع فسفیت مانع از فعالیت چندین آنزیم در مسیر  .)1994

فسفیت مشابه الیسیتورهاي بیمارگر از . شود در قارچ فایتوفتورا می 5و اکسیداتیو پنتوز فسفات 4فسفات

بر علیه عوامل بیماریزاي  7گیاه را تحریک به تولید مواد دفاعی فیتوالکسین 6طریق مسیر شیکمیک اسید

به مقدار قابل ترکیبات ضد میکروبی با وزن مولکولی پایین هستند که ها  این فیتوالکسین. کند گیاهی می

هاي ناشی از عوامل فیزیکی و شیمیایی توسط  توجه و تنها پس از تحریکات ناشی از عوامل بیماریزا و زخم

. )Stehmann and  Grant, 2000( آیند  هاي مرده و آسیب دیده پدید می هاي سالم مجاور سلول سلول

اي برسد که از رشد و  آید که غلظت فیتوالکسین به اندازه انی علیه عامل بیماریزا پدید میمقاومت زم

ها با ایجاد تغییرات در ساختمان دیواره سلولی  در مجموع فیتوالکسین .توسعه بیمارگر ممانعت کند

ابولیسم هاي ضروري و ایجاد تغییراتی در سرعت یا جهت مت میزبان، محدود نمودن دسترسی به کوآنزیم

خود در برابر بیمارگرقرار گیرد، موجب افزایش  میزبان به نحوي که گیاه در موقعیت بهتري از دفاع

در راستاي تولید  .شوند مقاومت میزبان در برابر بیمارگر و در نهایت تقلیل میزان آلودگی می

بیان ژن و کد کردن ها، گیاه میزبان با تولید و انتشار اسید سالیسیلیک، موجب القاء  فیتوالکسین

مقاومت اکتسابی طی آن شود که در هاي گیاهی می در درون سلول) PRs(مرتبط با بیماري هاي  پروتئین

                                                           
١-Polyphosphate (Poly-P)  
٢-Pyrophosphate (PPi)  
٣-Pyrophosphorylase 
٤-Glycotic Pentose - Phosphate  
٥-Oxidative Pentose - Phosphate   
٦-Shikmic acid  
٧-Phytoalexin  



 

 

 ,.Cervera et al( گردد آید و بیماري در سرتاسر اندام گیاهی کنترل و محدود می

  آوندهاي گیاهی

  مسیر واکنش دفاعی فسفیت علیه بیمارگر

٢٩ 

SAR (آید و بیماري در سرتاسر اندام گیاهی کنترل و محدود می پدید می

آوندهاي گیاهینمایش مسیر حرکت فسفیت در   5- 1شکل 

مسیر واکنش دفاعی فسفیت علیه بیمارگر  6- 1شکل 

 

SAR( فراگیر

2007(.  
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  بررسی بیان ژن 1-10

ها  در ژن هاي موجود هاي متفاوت مشاهده شده در بین موجودات تک سلولی و پر سلولی از تفاوت فنوتیپ

هاي یک موجود پرسلولی  ولی اغلب سلول. شوند هاي تشکیل دهنده ژنوم هر گونه ناشی می و آلل

ژنوم نیست، بلکه از تفاوت  DNAها به دلیل تغییر توالی  این تفاوت. دهند هاي زیادي را نشان می تفاوت

در مطالعه بیان  .)1383زینلی،   و کریمی(شود  ین نمو سلولی ناشی میها در ح هاي خاص سلول بیان ژن

 Northern: گیرند ژن، چهار روش به طور معمول براي تعیین کمیت نسخه برداري مورد استفاده قرار می

blotting ،In situ hybridization )Parker and Barnes, 1999( ،RNAse protection asseyes 

)Saccomanno et al., 1992( ،cDNA microarrays )Bucher, 1999(  وRT-PCR )Weis et al., 

1992( .Northern analysis  تنها روشی است که اطلاعاتی در مورد اندازهmRNA  و بی نقص بودن

نقشه برداري از روش مناسب  RNAse protection assaysروش . دهد به دست می RNAهاي  نمونه

هاي نزدیک mRNAاگزون و همچنین جهت متمایز نمودن /هاي آغازین و پایانی و مرزهاي اینترون جایگاه

پیچیده ترین روش بوده، اما تنها روشی است که امکان  In situ hybridizationروش . به هم است

محدودیت اصلی این . نماید یهاي خاص درون یک بافت امکان پذیر م ها را در سلول نسخه مکانشناسایی 

  .)Melton et al., 1984(حساسیت پایین آنها است  سه روش

1-10-1 RT-PCR )Reverse Transcription( 

نتایج بر پایه . آید که بسیار وقت گیر است نتایج حاصل از ژل آگارز از مرحله پایانی آزمایش بدست می

-RT نتایج حاصله در. که ممکن است خیلی دقیق نباشدآیند  جداسازي باندها بر اساس اندازه به دست می

PCR ها ممکن است قادر به نشان دادن چنین  در حالیکه ژل. دیگر متغیر هستند  اي به نمونه از نمونه

از حساسیت کافی براي تشخیص این تغییرات  Real Time PCR. نباشند PCRتغییراتی در محصول 
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هاي کمتر از  قدرت تشخیص ژل آگارز بسیار ضعیف بوده و قادر به متمایز نمودن تفاوت. برخوردار است

   .قادر به تشخیص تغییراتی در حد دو برابر است Real Time PCRباشند، در مقابل  برابر نمی 10

1-10-2 Real-Time RT-PCR 

 Real Time-PCR. بطور قابل توجهی سنجش بیان ژن را متحول نموده است  Real Time-PCRپیدایش 

همزمان با انجام آن بوده و تکثیر و تشخیص را در یک مرحله  PCRهاي واکنش  تکنیک جمع آوري داده

گیرد  هاي شیمیایی مرتبط با نور فلورسنس انجام می این امر بوسیله انواع متنوعی از واکنش. دهد انجام می

فرایند شیمیایی مورد  .نمایند تبط میرا با شدت نور فلورسنس تولیدي مر PCRت محصول که غلظ

را در طی فازهاي ابتدایی واکنش ایجاد  PCRهاي  امکان تشخیص فراورده Real Timeاستفاده در سیستم 

ی از هاي معمول روش. معمولی است PCRهاي  این امر داراي مزایاي زیادي در مقایسه با روش .نماید می

. نمایند در فاز انتهایی یا نقطه نهایی واکنش استفاده می PCRهاي آگارز براي شناسایی محصولات  ژل

 RNase protection asseyهاي  تر از روش بار حساس 100000تا  Real Time PCR 10000هاي  روش

)Wong and Medrano 2005( ،1000 تر از روش  بار حساسdot blot hybridization  بوده و حتی قادر

 Real Time PCRهاي  علاوه بر آن، روش. به تشخیص تنها یک کپی از یک نسخه برداري خاص هستند

ها  نمونهدرصد را در بیان ژن بین 23هایی کوچک در حد  اي قابل اطمینان تفاوت توانند به گونه می

 SYBR Greenبراي  cv( و داراي ضرایب انحراف کوچکتر )Gentle et al., 2001( شناسایی نمایند

2/14٪ ،Tag Man 24٪ (هاي نقطه پایانی مانند دانسیتومتري باند  در مقایسه با روش)و ) ٪9/44

هاي پیامبر RNAهمچنین قادر است بین  Real-Time PCR. هستند) ٪1/45(هیبریداسیون پروب 

)mRNAs (این روش به مقادیر نمونه . هاي بسیار نزدیک تفاوت قائل شود با توالیRNA  بسیار کمتري

. نماید نیاز داشته و در صورت مناسب بودن تجهیزات، مقادیر نسبتا بالایی محصول واکنش تولید می

نمایی  اي، فاز اولیه فاز خطی زمینه: فاز اصلی تقسیم نمود 4توان به  را می Real-Time PCRواکنش 
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)Exponential Phase( فاز خطی لگاریتمی ،)Linear Phase ( و فاز کفه)Plateau Phase ()Tichopad et 

al., 2003( . اي  طی فاز خطی زمینه .نشان داده شده است 7-1این مراحل در شکل) 10- 15معمولا 

همانگونه . رود اتر نمیآغاز شده و انتشار فلورسنس در هر چرخه هنوز از سطح زمینه فر PCR) چرخه اول

در فاز نمایی اولیه، . گردد در این زمان محاسبه می) Baseline floresence(که ذکر گردید فلورسنس پایه 

برابر انحراف استاندارد  10معمولا (رسد که بطور معنی داري  می CTاي یا  میزان فلورسنس به سطح آستانه

. نام داردCT 1دهد  اي که در آن این اتفاق رخ می چرخه. اي است بالاتر از سطوح زمینه) فلورسنس پایه

مربوط به   CTاصطلاح . شود نامیده می CTهاي مورد نیاز براي رسیدن به آستانه، مقدار  تعداد چرخه

بوده و این معیار نشانگر تعداد نسخه اولیه موجود در نمونه اصلی بوده و از آن براي محاسبه  ABI2کمپانی 

، دو برابر کردن محصول در فاز خطی لگاریتمی .)Heid et al., 1996(گردد  آزمایش استفاده مینتایج 

PCR ی زمانی است در نهایت فاز صاف انتهای. گیرد پس از هر چرخه در شرایط واکنش ایده آل صورت می

باشد  زیاد مناسب نمیها  شوند و شدت نور فلورسنس براي محاسبه داده که اجزاء واکنش محدود می

)Bustin,  2000( .  

  

  

  

  

  

                                                           
Cycle threshold-١  

٢- Applied Biosystems, Foster City, CA, USA  
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Real time PCRمنحنی تکثیر فازهاي  7- 1شکل     
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 فصل دوم

  بر منابع مروري
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  هاي پاتوژنیک ن و دفاع علیه قارچدر گیاها فسفیت پتاسیمنقش  1- 2

که  باشد میعلیه عوامل بیماریزاي قارچی و باکتریایی خاکزاد و هوازاد  فسفیت پتاسیم، سمی سیستمیک

 باشد حرکت کرده و داراي خاصیت پیشگیري، ایمن سازي و مداوا کنندگی میبه صورت سیمپلاستیک 

)Thao and Yamakawa, 2008 .(میلادي دانشمندان فسفونات را ترکیبی با قابلیت  1990در اوایل

اثر تیمار بررسی  تحقیقیدر . شی قوي وکودي با تاثیرگذاري فوق العاده تولید و ترویج نمودندکقارچ

 نشان داد که ،)عامل پوسیدگی ریشه(آووکادو تحت تنش پاتوژن فیتوفتورا  فسفونیک بر روي گیاه

از طرفی غلظت خاصی از فسفونیک بر . گردد هاي دفاعی در برابر پاتوژن می فسفونیک باعث فعال شدن ژن

اشراقی و  .)Coffey, 1987( کند روي گیاه موثر است و در غلظت خاصی بعنوان قارچکش عمل می

اتیلن در و  جاسمونیک اسید، هاي سالیسیلیک اسید گزارش کردند که فیتوهورمون )2011(همکاران 

تواند مسیرهاي  دهد که این القاگر می این نشان می .القاء شده توسط فسفیت درگیرندهاي دفاعی  مکانیسم

توانیم بگوییم که فسفیت  بنابراین، ما نمی. هاي دفاعی فعال نماید دفاعی دیگر را از طریق تحریک مولکول

گزارش شده است که اگزالات و فسفات در  .گردد زمینی می به تنهایی باعث مکانیسم دفاعی در سیب

گیاهانی که توسط قارچ، باکتري و ویروس آلوده شده بودند منجر به القاي مقاومت سیستمیکی شده و 

تحقیقات  .)Mucharromah, 1991( شود خسارت تنش می کاهش تیمار گیاهان با این ترکیبات باعث

هاي دفاعی  پاسخدر سیب زمینی  توانسته با القاي  فسفیت پتاسیمپاشی با  محلولنشان داده است که 

و   Phytophthora infestans, Fusarium solaniهاي سیستمیک، منجر به کاهش حساسیت به قارچ

جو که تحت  انگیاه در گزارش دیگري نیز. )Lobato et al., 2011(گردد  Erwinia carotovoraعفونت 

گرفتند مشاهده شد که فسفونات در گیاه متحرك بوده و باعث کاهش  قرار حمله پاتوژن سفیدك دروغی

در . )Afridi, and Samiullah, 1973( شد plasmoparaبیماري سفیدك دروغی و کاهش اسپورولاسیون 

بین رفتن  با فسفونیک اسید، منجر به از ،تیمار گیاهان تحت پاتوژن که دیده شدنیز گیاهان بومی استرالیا 
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و تیمار سالیسیلیک بعد از تیمار فسفونیک باعث  شود بلکه باعث کاهش رشد در گیاه میشود  پاتوژن نمی

 ,Hanslambers( کند ها را فعال می فنسینیو د  PRهاي ژن شود و هاي دفاعی می بشار ترارسانی ژنآشروع 

انجام گرفت، نشان داد که نتایج حاصل از تحقیقاتی که بر روي قارچ پیتیوم و فایتوفتورا ). 2013

این . ها نقش مهمی داشته باشدتواند در کاهش رشد این دو قارچ از خانواده اوومیست فسفوروس اسید می

 ,Fenn and Coffey( تحقیق هم در محیط درون شیشه و هم در محیط گلخانه اثر مشابهی را نشان داد

1983( .Guest and Grant, (1990) هاي پایین  ها در غلظت از تحقیقات خود نتیجه گرفتند که فسفونات

هاي دفاعی را در محل زخم میزبان، علیه پاتوژن قارچی تحریک آنها پاسخ. کنندمحدود میتولید هاگ را 

نیک باعث ایجاد مقاومت در وانجام شد دیده شده که فسف Citrus در گزارشی که بر روي گیاه  .کنندمی

که نوعی متابولیت ثانویه در گیاه است  scoparonشود و این مقاومت از طریق افزایش در میزان  گیاه می

شود و در غلظت بالاتر  فسفیت در غلظت کم باعث افزایش مکانیسم دفاعی در گیاه میزبان می. شود می

 Afek and Sztejnberg, 1986( .Rakha and( کند عمل می متوقف کننده رشد قارچبطور مستقیم بعنوان 

Lu, (1990)  به این نتیجه دست یافتند که تمام گیاهان خیاري که در تحقیقاتشان با فسفیت تیمار شده

ر تحقیقی گیاهان گوجه فرنگی و فلفل د .بودند، علائم بیماري پوسیدگی ریشه کمتري از خود نشان دادند

اري کمتري نسبت به گروهی که با فسفیت القا شده با فایتوفتورا که با فسفیت تیمار شده بودند، علایم بیم

دار ي فعالیت قارچکش فسفیت عمل و نحوه. )Forster et al., 1998( تیمار نشده بودند، از خود نشان دادند

که وقتی  داد ها نشانبررسی. مورد آزمایش قرار گرفت Pythiumو  Phytophthora قارچبر روي کنترل 

داري قارچ نیزکاهش معنی ها وجود داشت، گسترش زخم ناشی ازهاي پایین فسفیت در بین ریشهغلظت

هاي گیاهان، بر پاسخ ،ي فسفیت در محیط و کشاورزيتحقیق رابطه. )Jackson et al., 2000( داشته است

آنها با خاصیت . ها به عنوان قارچکش گیاهی، منبع برتر مواد غذایی فسفر هستند نشان داد که فسفیت

را از  Pythiumو  Phytophthoraهاي  خصوصا گونه هاي خانواده اوومیست توانند، قارچقارچکشی خود می
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نتایج تاثیر به کار بردن قارچکش فسفونات را  Allison et al., 2001(. Hardy et al,. (2001)( بین ببرند

عبارت دیگر،  شود یا بهآنها دریافتند که فسفیت سبب رشد غیرعادي قارچ می .دندبر فایتوفتورا نشان دا

در تحقیقاتشان نشان دادند بیماري بوته  )2001( سنتا و ابیسپو .تواند رشد قارچ را مختل کندفسفیت می

پژوهشی دیگر نیز  .توان با فسفیت مهار کردشود، میمیري گیاه خیار را که توسط قارچ پیتیوم ایجاد می

ها  فسفیت. تفاده شودموثر در برابر پیتیوم استواند به عنوان یک قارچکش قوي و نشان داد که فسفیت می

 ,Paul( هاي دفاعی گیاهان را تحریک کنندتوانند مکانیسمیم بر روي قارچ دارند و هم میهم اثرات مستق

هاي طبیعی دفاعی  تواند سبب افزایش واکنشیافتند که فسفیت می) 2005(کلایسون و همکاران  .)2004

هاي مبنی بر  دریافتند که قارچکشطور مستقیم محدود کند و همچنین ا به در گیاه شود، رشد قارچ ر

در تحقیقی فسفیت و فسفات پتاسیم را به  .قارچی خیار را کنترل کنند هاي فسفیت توانستند، بیماري

نشان داده شد، فسفیت پتاسیم از رشد قارچ . محیط کشتی که قارچ پیتیوم قرار داشت، اضافه کردند

افزایش سلامتی : هاي خود شاملمحققین اثرات فسفیت را طبق یافته .)Fritig, 1998( کندجلوگیري می

تحقیقی  .)Ley and Anderson, 2005( انددانسته ستمیهاي خانواده اوو گیاه و محدود کردن رشد قارچ

مشخص شد که در گیاهان . گیري مقاومت در برابر بیماري قارچی توسط فسفیت انجام شدبراي اندازه

. پس از برداشت مشاهده شد سیب زمینی که با فسفیت پتاسیم تیمار شده بودند، افزایش مقاومت

در آزمایش دیگر فسفیت  .ها را دارا بودندآنها بالاترین میزان پروتئین، فنول و فیتوالکسین همچنین

با فسفیت ده شپاشی برگی به پرتقال استفاده شد که نشان داد، گیاهان تیمار  پتاسیم به صورت محلول

دریافتند که محققین  .)Lovatt and Mikkelsen, 2006( ي بیشتري نسبت به شاهد داشتندتعداد میوه

این . ها ایجاد خسارت بکند تواند در گیاهان خیار و ملونشود، میبوته میري توسط قارچ پیتیوم ایجاد می

در پژوهشی که اهمیت  .)Howard and Gent, 2007( توان توسط فسفیت پتاسیم مهار کرد را میبیماري 

 ترکیبات فسفوروس اسید را نشان داد، مشخص شد که استفاده از فسفیت پتاسیم سبب گلدهی زود
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اي که بر روي فسفوروس اسید به عنوان کود انجام شد، مطالعه .)Yaron, 2007( شودهنگام در گیاهان می

همچنین نشان داد که . بیشترین رشد رویشی را داردشود، نشان داد که وقتی گیاه با آن تیمار می

در تحقیقی قارچ  .)Rickard, 2008( دنشودهی میهاي فسفیت سبب افزایش گلدهی و میوه ترکیب

دریافتند که . پیتیوم که سبب سوختگی چمن شد، قارچکش حاوي فسفونات را بر روي چمن پاشیدند

در آزمایشی از فسفیت  .)Cook and Landschoot, 2009( تواند سبب سرکوب این قارچ شودفسفونات می

نتایج ثابت کرد . پتاسیم براي کنترل بیماري بوته میري ناشی از قارچ پیتیوم در گلخانه استفاده شد

 Euodong and) تواند رشد پاتوژن را در بافتهاي ریشه، ساقه و برگ محدود سازداستفاده از فسفوناتها می

Datnoff, 2012) .  طی تحقیقی اثر کود فسفیت را بر رشد، عملکرد و ترکیب ) 2013(استرادا و همکاران

تواند کیفیت آنها به این نتیجه دست یافتند که فسفیت می. ي توت فرنگی مورد بررسی قرار دادندمیوه

نیز، گلدهی  همچنین سبب شد اولین تاریخ. میوه، اسید آسکوربیک، آنتوسیانین و اسیدیته را بالا ببرد

تاثیر ترکیبات مختلف کودي را در کاهش رشد فایتوفتورا ) 1393(آریایی و همکاران  .زودتر اتفاق بیافتند

داري بر روي کاهش رشد قارچ موثر نتایج نشان داد فسفیت پتاسیم به طور معنی. مورد مطالعه قرار دادند

تر و شدیدتر به عفونت به احتمال زیاد با  براي پاسخ سریع KPhiپژوهشگران اخیرا اظهار داشتند که  .بود

و همکاران  بویرجاننتایج  .)Machinandiarena et al,. 2012(کند  واسطه سالیسیلیک اسید عمل می

 .Phytophthoraتلقیح شده با  )Arabidopsis thaliana( آرابیدوپسیس نشان داد که در گیاهان) 2003(

Palmivora و Phytophthora. Cinnamomi   تیمار شده بودند، مقاومت در برابر  فسفیت پتاسیمکه با

همچنین نتایج این محققین نشان داد که . عفونت با سرعت بیشتر و به طور کارآمدتري انجام گرفت

گردد، بلکه با افزایش ترکیبات لیگنینی در تقویت  ها می ROSنه تنها باعث افزایش تولید  فسفیت پتاسیم

زمینی  مطالعات دیگر نشان داد که تیمار گیاهان سیب ).Boerjan et al., 2003(سلولی نقش دارد دیواره 

ها  منجر به افزایش ترکیبات ضد میکروبی مانند فیتوالکسین Phytophthora infestansتلقیح شده با قارچ 
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نشان داد که محصولات فسفیت   )1991(و همکاران  ویکسنتایج آزمایشات  ).Andreu et al., 2006(شد 

تحقیقات   .موثر است Wild rocketبر روي گیاه  Plectosphaerellaدر کاهش شدت لکه برگی ناشی از 

 Phytophthora cactorum )Guest etنشان داد که کاربرد فسفیت در سیب منجر به مقاومت در برابر 

al., 1995( ،Dematophora necatrix  وVenturia inaequalis )Heaton and Dullahide, 1990 (

  .گردید

 

  بیان ژن 2- 2

. محققین گزارش کردند که در میان عوامل کنترل بیولوژیکی، ژن کیتیناز و دیفنسین نقش مهمی دارند

اي در حیوانات و  باشند که به طور گسترده ها پپتیدهایی با فعالیت ضدمیکروبی می همچنین دیفنسین

شوند  ها می ها و ویروس ها، قارچ مسمومیت طیف گسترده اي از باکتري گیاهان وجود دارند و باعث

)Farrokhi et al., 2007 .( ژانگ و همکاران)گزارش کردند که گیاهان گوجه فرنگی تراریخت ) 2000

ان داده مقاومت نش Fusarium oxysporum ، نسبت به بیماري)NP-1(هاي دیفنسین خرگوش  حاوي ژن

طی گزارشی بیان کردند که انتقال ژن دیفنسین از گیاه خردل به بادام ) 2008(همکاران آنورادا و . اند

محققان اظهار داشتند که ژن کیتیناز در گیاهان . ر به مقاومت به بیماري قارچی شدزمینی و تنباکو منج

اومت به کپک هاي مرتبط با بیماریزایی و در نهایت منجر به افزایش مق تراریخت منجر به افزایش بیان ژن

PIمشارکت ). Sridevi et al., 2008(شد ) gray mold(خاکستري 
زمینی در القاي مقاومت  هاي سیب1

ها اظهار داشتند که جاسمونیک اسید در محل زخم به صورت موضعی و  آن ن شد،بیا محققینتوسط 

 ,.Ozeretskovskaya et al( شود ها می PIسیستمیک تولید شده و درنتیجه منجر به افزایش سطح 

تحت تیمار  Phytophthora palmivoraمطالعه بر روي گیاهان آرابیدوپسیس تلقیح شده با قارچ  .)2009

                                                           
١- Proteinase inhibitors  
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، بود تجمع سریع سیتوپلاسمیو  )ROS(هاي فعال اکسیژن  با فسفیت، نشان دهنده افزایش گونه

با افزایش بیان پنج ژن دفاعی که درمسیر تولید  Phytophthora cinnamomi درحالیکه تلقیح با قارچ

 ,.Daniel et al(نقش دارند، همراه بود ) ET(و اتیلن ) JA(جاسمونیک اسید  ،)SA(سالیسیلیک اسید 

1تنظیم افتراقی ).2006
هاي مرتبط با تنش براي  در پاسخ به محرك pgipاعضاي متعلق به خانواده   

و کلزا ) Song and Nam, 2005(، یونجه )Ferrari et al., 2003(هاي مختلف از جمله آرابیدوپسیس  گونه

)Hegedus et al., 2008 (گیاه گیاهان سیب زمینی تراریخت با بیان ژن دیفنسین. گزارش شده است 

در آزمایشی  ).Khan et al., 2006( نشان دادند Botrytis cinerea، فعالیت ضد قارچی علیه قارچ 2واسابی

 به هندوانه ابوجهل توسطواسابی انجام شد انتقال ژن دیفنسین از ) 2010(تیو  ان که توسط

Agrobacterium tumefaciens هاي تراریخت هندوانه ابوجهل  نتایج نشان داد که لاین. صورت گرفت

نتایج  .نشان دادند  Alternaria solaniو  Fusarium oxysporumبالاترین مقاومت را در برابر قارچ 

نشان داد که کیتیناز در ریشه گیاهان گوجه فرنگی آلوده به قارچ ) 1989(بنهامو و همکاران  تحقیقات

F.oxysporum در . هاي سلول میزبان که در تماس نزدیک با قارچ بود، یافت شد در مناطقی از دیواره

تواند در  که می مشاهده شد 3نیز افزایش کیتیناز کلاس  F.oxysporumگیاهان خربزه آلوده شده به قارچ 

ن دادند کـه نشا )2000(بریست و همکاران  .)Balde et al., 2006( مقاومت گیاه نسبت به قارچ موثر باشد

افـزایش سـطح مقاومـت در  ز و گلوکانــاز در ارتبــاط بــاهــاي کیتینــا ایش میـزان بیـان ژنزافـ

مطالعات نـشان داده اسـت . باشد دار می اکتریـایی آتـشک درختـان دانهببه بیماري سیب نسبت درختـان 

در گیاهان  PRهـاي  بیان برخی از ژن که با استفاده از یکسري مواد القـا کننـده کـه باعث افرایش

 ).Francis et al., 2009(را ایجاد نمود عوامل بیماریزا  برخیافزایش مقاومت نسبت بـه  توان می شوند، می

PGIP1  وPGIP2 از قارچ نروگالاکت ت پلییا قادرند مانع فعالیلوبStenocarpella  maydis،  پاتوژن قارچی

                                                           
١- the differential regulation  
٢-Wasabi  
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ها درگیاهان تراریختـه باعث کاهش  ها و تیونین بیان بالاي دیفنسین .)Berger et al., 2000( ذرت، شوند

مقاومـت در  شـود و مـی Plasmodiopharaو  Alternaria، Fusariumهاي گوناگون شامل  رشد پاتوژن

). De Lorenzo et al., 2001( کند اي فراهم می زمینی را در شرایط مزرعه در سیب Verticilliumبرابر 

در  PGIP پروتئین. است شده توصیف قارچی حمله و دیواره تخریب از ممانعت ایجاد در ها PGIP فعالیت

 Fusarium بوسیله شده  تولید هاي آنزیم توسط تخریب از را سلولی هاي دیواره فرنگی گیاه گوجه

oxysporum  نماید می حفظ )Jones et al., 1972 .(هاي قارچ رسیده به گلابی هاي میوه حساسیت افزایش 

D.gregaria وB.cinerea  غلظت کاهش با PGIP است هماهنگ )Abu-Goukh et al., 1983( .در 

 به نسبت نارس هاي میوه این نتیجه در است حداکثر نارس، سبز هاي میوه در  PGIP سطح تمشک،

 بودن مؤثر همکارانش و پاول. )Johnston et al., 1993( ترند مقاوم قارچی حمله مقابل در رسیده هاي میوه

PGIP انتقال با را گیاهی دفاع در pgip1 گلابی )Pyrus communis (کاهش منظور به فرنگی گوجه به 

ناز جهت اگلوک 3و1اهمیت ژن بتا  ).Powell et al., 2000( دادند نشان B. cinerea پاتوژن به حساسیت

هاي اخیر توسط محققین مختلفی گزارش شده  هاي بیماریزا در سال افزایش مقاومت گیاهان در برابر قارچ

گلوکاناز بخشی از سیستم دفاعی میوه گوجه  3و1نشان دادند که آنزیم بتا  )2007( و همکاران کوتا. است

 )2001( و همکاران شتیهمچنین . باشد می) Alternaria alternata(فرنگی نسبت به آلودگی قارچی 

در مواجهه با قارچ  Pennisetum glaucumگلوکاناز را در ایجاد مقاومت در گیاه  3و1نقش آنزیم بتا 

Sclerospora graminicola در تحقیقات خود ژن گلوکاناز  )1993( و همکاران یوشیکاوا .گزارش نمودند

ال داده و اثرات مطلوبی در نتیجه بیان این ژن در کاهش توسعه با منشاء سویا را به گیاه توتون انتق

 و همکاران مسعود. مشاهده نمودندAlternaria alternata و  Phytophthora parasiticaهاي  قارچ

ژن گلوکاناز را به گیاه یونجه انتقال دادند و در گیاهان تراریخت کاهش علائم توسعه قارچ  )1996(

Phytophthora megaspore را گزارش نمودند.  



  

  صل سومف

ها مواد و روش  

   



٤٤ 
 

  زمان و موقعیت جغرافیایی محل اجراي آزمایش 1- 3

و  در گلخانه تحقیقاتی با شرایط کنترل شده،کشت گیاه و القاي تیمارهاي آزمایش  ،این پژوهشدر 

پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري طبرستان واقع در دانشگاه علوم کشاورزي و کارهاي آزمایشگاهی در 

درجه  53کیلومتري جاده خزر آباد به طول جغرافیایی  9این منطقه واقع در . شد منابع طبیعی ساري اجرا

گرینویچ واقع شده  دقیقه شمالی از نصف النهار 42درجه و  36دقیقه شرقی و عرض جغرافیایی  13و 

  .متر است 14تفاع آن از سطح دریا است و میانگین ار

  

  کاشت مواد گیاهی 2- 3

ند بار دقیقه ضدعفونی و چ 15با هیپوکلریت سدیم یک درصد به مدت  )رقم سلطان(ي خیار ابتدا بذرها

هاي حاوي  در پتري دیش را سپس بذرها. )Thao and Yamakawa, 2008( با آب مقطر شستشو داده شد

ساعت  48به مدت  ها ها با پارافیلم، پتري دیش ز بستن پتريیک ورق کاغذ صافی مرطوب قرار داده و پس ا

اوي حهاي پلاستیکی که  بذرهاي جوانه دار در گلدان. دار شدند  در دماي اتاق قرار گرفته و بذرها جوانه

هاي پلاستیکی قرار  ها در سینی  گلدان. کشت شدندبودند،  1، 2، 1کوکوپیت، پرلیت و پیت با نسبت 

 24- 28( دما ها در گلخانه در شرایط کنترل شده گیاهچه. گرفته و آبیاري از قسمت زیرین صورت گرفت

 ساعت تاریکی 8ساعت روشنایی و  16و با فتوپریود  )درجه در شب 15- 18 و گراد در روز درجه سانتی

 .کشت داده شدند
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 هاي پلاستیکی در شرایط کنترل شدة گلخانه کشت گیاه خیار در گلدان 1-3شکل  

  ها تهیه تیمار 3- 3

  تهیه زاد مایه قارچ عامل بیماري 3-1- 3

گرم آرد  10گرم ماسه و  90( 1به  9ماسه و آرد ذرت به نسبت  مایه قارچ عامل بیماري زادبه منظور تهیه 

سپس به مدت . مخلوط شده و چند میلی لیتر آب مقطر نیز جهت تامین رطوبت به آن اضافه شد) ذرت

پس از خنک شدن . شدند ضدعفونیگراد و فشار یک اتمسفر در اتوکلاو  درجه سانتی 121دقیقه در  20

تهیه شده از (متر از محیط کشت چهار روزه قارچ  قطعه به قطر پنج میلیها، به هر ظرف چهار  مخلوط

گراد به مدت سه تا  درجه سانتی 25ها در دماي  اضافه شد و مخلوط) مرکز تحقیقات کشاورزي ورامین

سپس این مخلوط با . آرد ذرت به طور کامل رشد کند-چهار هفته نگهداري شدند تا قارچ در مخلوط ماسه

. به نسبت دو درصد وزنی مخلوط شد) 1، 2، 1کوکوپیت، پرلیت و پیت به نسبت (شده  ضدعفونیخاك 

 ,.Molavi et al( استفاده شد به تنهایی شدهاستریل هاي شاهد از مخلوط ماسه و آرد ذرت  در گلدان

2009 .(   
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 Fusarium. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumکشت قارچ  2- 3شکل 

 

 تهیه ترکیب شیمیایی فسفیت پتاسیم 3-2- 3

. مولار اسید فسفرو تهیه شد 5محلول  cc20و  KOHمولار  10محلول  cc40جهت تهیه این ترکیب ابتدا 

جهت =pH 3/6با ) KH2PO3(هاي معین با هم ترکیب شده و در نهایت فسفیت پتاسیم  سپس با نسبت

  .اسپري برگی گیاه تهیه شد

  

  هاي خیار با تیمارهاي مربوطه گیاهچهتلقیح مصنوعی  4- 3

گرم بر لیتر  6و  4، 2، 1، 0 هاي غلظتگیاهان در مرحله یک تا دو برگ حقیقی با فسفیت پتاسیم با 

با شرایط کنترل در گلخانه  .آلوده به قارچ و شاهد منتقل شدند روز به خاك 5و پس از  شده اسپري برگی

در شب و با فتوپریود  ٪75در روز و  ٪60با رطوبت نسبی ، 14- 18و دماي شب  24-28دماي روز (شده 

  .ظهور علائم بیماري نگهداري شدندتا  )ساعت تاریکی 8ساعت روشنایی و  16



 

 

Zang et al., 1996 (در این روش . استفاده شد

براي پوسیدگی خفیف  2هایی که به طور کامل سالم بوده و هیچ علائمی ندارند، نمره 

یک سوم یا دو سوم (براي پوسیدگی متوسط ریشه 

از  و یا گیاه) بیشتر از دو سوم ریشه پوسیده

گرم 1فسفیت +قارچ: Cقارچ، : B، عدم تلقیح قارچ

  گرم بر لیتر  6فسفیت + قارچ

 

A 

 

D 
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  اندازه گیري صفات رشدي و فیزیولوژیکی

  ارزیابی شدت پوسیدگی

Zang et al., 1996(براي ارزیابی شدت پوسیدگی از روش ژانک و همکاران 

هایی که به طور کامل سالم بوده و هیچ علائمی ندارند، نمره  یاهچهگ

براي پوسیدگی متوسط ریشه  3، نمره .)کمتر از یک سوم ریشه پوسیده باشد

بیشتر از دو سوم ریشه پوسیده(ریشه براي پوسیدگی شدید  4و نمره .) ریشه پوسیده باشد

  .شود در نظر گرفته می) مرگ گیاهچه(بین رفته باشد 

     

عدم تلقیح قارچ: A. شدت پوسیدگی در ریشه تیمارهاي مختلف گیاهان خیار

قارچ: Fگرم بر لیتر،  4فسفیت +قارچ: Eگرم بر لیتر،  2فسفیت +قارچ

 

E F 

  

B C 

 

اندازه گیري صفات رشدي و فیزیولوژیکی 5- 3

ارزیابی شدت پوسیدگی 5-1- 3

براي ارزیابی شدت پوسیدگی از روش ژانک و همکاران 

گبراي  1نمره 

کمتر از یک سوم ریشه پوسیده باشد(ریشه 

ریشه پوسیده باشد

بین رفته باشد 

  

  

  

  

   

  

  

  

شدت پوسیدگی در ریشه تیمارهاي مختلف گیاهان خیار 4- 3شکل 

قارچ: Dبر لیتر، 
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  اندازه گیري میزان کلروفیل برگ 5-2- 3 

هاي خیار  عدد پانچ از برگ 6روز پس از اعمال تنش قارچی،  7گیري میزان کلروفیل برگ  براي اندازه

 24پس از گذشت . ور شده در تاریکی و دماي اتاق قرار گرفتند لیتر متانول غوطه میلی 8برداشته و در 

نانومتر به وسیله دستگاه  4/652و  2/665هاي  ساعت میزان نور جذبی محلول در طول موج

و  a ،bو ثبت شد و در نهایت میزان کلروفیل  خوانده) Analytic jena- SPEKOL 1300(اسپکتروفتومتر 

لیتر  محاسبه گردیده و بر حسب میکروگرم در میلی 3تا  1کلروفیل کل به ترتیب با استفاده از روابط 

  .گزارش شد

��(μ� ⁄�Ɩ) = ��.��	����.� −      1-3رابطه    �.����	��.�

��(μ� ⁄�Ɩ) = ��.��	����.� − 2-3 رابطه �.����	��.��  

����	(μ� ⁄�Ɩ) = �� 3-3رابطه  ��	+  

  :ها در این رابطه

، میزان نور جذبی محلول در طول A665.2 ،A652.4و کلروفیل کل و  a ،bکلروفیل  C(a+b)و  Ca ،Cbبه ترتیب 

  .باشد نانومتر می و 4/652 ،2/665هاي  موج

  اندازه گیري وزن تر ریشه واندام هوایی 5-3- 3

گیري وزن تر ریشه و اندام هوایی با استفاده از  ها با قارچ اندازه گیاهچهدر هفتمین روز پس از تلقیح 

  .گرم صورت پذیرفت 01/0ترازوي دیجیتال با دقت 
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  نمونه گیري مواد گیاهی براي بررسی آنزیمی و بیوشیمیایی 6- 3

تکرار از  3و در ) روز پس از تلقیح 11و  8 ،5، 3، 1(زمان  5هاي شاهد و آلوده در  نمونه برداري از برگ

تلقیح شده با قارچ و تیمار شده با (و آلوده ) و تیمار شده با آب مقطر عدم تلقیح قارچ( گیاهان شاهد 

  .انجام گردید) گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم  6و  4، 2، 1، 0هاي  غلظت

  نمونه گیري انزیم 1- 3جدول 

  روز 11  روز 8  روز 5  روز 3  روز 1  زمان/ نمونه

  شاهد

  0فسفیت+ آلوده 

  1فسفیت + آلوده 

  2فسفیت + آلوده 

  4فسفیت + آلوده 

  6فسفیت + آلوده 

A11,A12,A13 

B11,B12,B13 

C11,C12,C13 

D11,D12,D13 

E11,E12,E13 

F11,F12,F13 

A31,A32,A33 

B31,B32,B33 

C31,C32,C33 

D31,D32,D33 

E31,E32,E33 

F31,F32,F33  

A51,A52,A53 

B51,B52,B53 

C51,C52,C53 

D51,D52,D53 

E51,E52,E53 

F51,F52,F53  

A81,A82,A83 

B81,B82,B83 

C81,C82,C83 

D81,D82,D83 

E81,E82,E83 

F81,F82,F83  

A111,A112,A113 

B111,B112,B113 

C111,C112,C113 

D111,D112,D113 

E111,E112,E113 

F111,F112,F113  

 )A11 ،A12 ،A13: به ترتیب 3، تکرار 2، تکرار 1تکرار  - گیاه شاهد در سري اول نمونه گیري(

  

  استخراج محلول آنزیمی  7- 3

گرم از نمونه  5/0هاي آنزیمی کاتالاز، گایاکول پراکسیداز و سوپراکسید دیسموتاز  جهت استخراج محلول

 لیتر از بافر میلی 5و سپس به آن  گردید مایع هموژنبرگی با استفاده از هاون چینی کاملا سرد و نیتروژن 

هاي  ها پس از انتقال به لوله هموژن. مولار، اضافه شد میلی EDTA 5/0محتوي ) =5/7pH(فسفات سرد 

براي . گراد، سانتریفیوژ شدند درجه سانتی 4در دقیقه و دماي  20000دقیقه با دور  15آزمایش، به مدت 
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ها، محلول آنزیمی به دست آمده به سه قسمت تقسیم  انجماد و ذوب متوالی نمونهپیشگیري از اثرات مضر 

  .)Sairam et al., 2003(گراد نگهداري شد  درجه سانتی -20گیري در دماي  و تا زمان اندازه

  و متابولیت هاي گیاهی اکسیدان هاي آنتی ثبت فعالیت آنزیم 8- 3

  کاتالاز 1- 8- 3

لیتر  میلی pH=7( ،5/0(میلی مولار  100لیتر بافر فسفات پتاسیم  میلی 5/1کمپلکس واکنش شامل 

ها با اضافه کردن  حجم نمونه. باشد میکرولیتر محلول آنزیمی می 50میلی مولار و  5/7پراکسید هیدروژن 

گردد و کاهش در جذب  با افزودن پراکسید هیدروژن واکنش آغاز می. لیتر رسانده شد میلی 3آب مقطر به 

تغییر جذب بدست آمده در زمان یک . گردیددقیقه ثبت  1نانومتر در مدت  240ها در طول موج  نمونه

است تقسیم شد و فعالیت آنزیمی  mM-1cm-1 6/36دقیقه، به ضریب خاموشی مولی این واکنش که برابر 

  ).Aebi, 1984( از محاسبه میزان پراکسید هیدروژن تجزیه شده توسط آنزیم محاسبه گردید

  سوپراکسید دیسموتاز 2- 8- 3

 300مولار،  یلیم 50بافر فسفات  تریکرولیم 1500از  سموتاز،ید دیسوپراکس میآنز يریگ جهت اندازه

 تریکرولیم 300مولار،  یلیم 12 نیونیمت تریکرولیم 300مولار،  یلیم 50 میکربنات سد تریکرولیم

 تریکرولیم 300و  کرومولاریم 1 نیبوفلاویر تریکرولیم 300مولار،  کرویم 75 دیکلرا ومیتترازولتروبلوین

به مدت ده  ،يا شهیش شیآزما يها پس از آنکه مخلوط به هم زده شد، لوله. استفاده شد یمیعصاره آنز

با خاموش کردن لامپ . متر قرار داده شد یسانت 35وات به فاصله  15لامپ فلورسنت  کی ریدر ز قه،یدق

از یک لوله همچنین  .شد اندهنانومتر خو 560واکنش متوقف و جذب مخلوط واکنش در طول موج 

یک واحد فعالیت . آزمایش حاوي مخلوط واکنش به جزء عصاره آنزیمی به عنوان بلانک استفاده گشت

درصد احیاي نوري  50سوپراکسید دیسموتاز به عنوان مقدار آنزیمی در نظر گرفته شد که منجر به مهار 

  .)Gentle et al., 2001(  .گردد نیتروبلوتترازولیوم می
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  ازپراکسید 3- 8- 3

 EDTA 1/0میکرولیتر  pH=7( ،250(مولار  میلی 100لیتر بافر فسفات  میلی 1کمپلکس واکنش شامل 

میکرو لیتر  50مولار و  میلی 15لیتر پراکسید  میلی 1مولار،  میلی 5لیتر گایاکول   میلی 1مولار،  میلی

و افزایش جذب .واکنش با اضافه کردن محلول آنزیمی شروع شده . باشد محلول آنزیمی استخراج شده می

تشکیل  گلایکولساس میزان تترافعالیت آنزیمی بر ا. دقیقه ثبت شد 1نانومتر به مدت  470در طول موج 

  ).Chance and Maehly, 1955(به دست آمد  mmol1.cm-1 33/1 شده و با استفاده از ضریب خاموشی

  مالون دي آلدئیدپراکسیداسیون لیپیدي یا  4- 8- 3

دقیقه در  10تري کلرواستیک اسید هموژن و به مدت % 1/0لیتر از محلول  میلی 10ها در  گرم از برگ نیم

rpm15000 تري % 20لیتر از محلول  میلی 4لیتر از سوپرناتانت حاصل با  میلی 2. سانتریفیوژ گردید

دقیقه در  30کمپلکس حاصل به مدت . تیوباربیتوریک اسید مخلوط شد% 5/0کلرواستیک اسید محتوي 

 10ه مدت ها مجدداً ب نمونه. گراد نگهداري و سپس به حمام آب سرد منتقل گردید درجه سانتی 95دماي 

. نانومتر ثبت گردید 600و  533ها در طول موج  جذب نمونه. سانتریفیوژ شدند rpm10000دقیقه در 

 mmol -1.cm-1155هاي جذبی در ضریب خاموشی  میزان پراکسید شدن لیپیدها از اختلاف بین طول موج

  ).Stewart and Bewley, 1980(بدست آمد 

  )H2O2(پراکسید هیدروژن  5- 8- 3

تري کلرواستیک اسید % 1/0لیتر از محلول  میلی 5به آن سپس و  شد گرم نمونه برگی هموژن 5/0 ابتدا

سپس کمپلکس . شددقیقه سانتریفیوژ  15به مدت  rpm12000و در  گردیداضافه ) حجمی-وزنی(

و یک ) =7pH(مولار  میلی 10لیتر بافرفسفات  میلی 5/0لیتر از سوپرناتانت،  میلی 5/0واکنش حاوي 
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میزان پراکسید . نانومتر سنجش گردید 390یک مولار تهیه و میزان جذب آنها در طول موج  KIلیتر  میلی

  ).Sergiev et al., 1997(هیدروژن با استفاده از منحنی استاندارد بدست آمد 

 

  ارزیابی میزان کل پروتئین محلول و سنجش پروتئین استاندارد 9- 3

ها به  موجود در نمونه کلگرم پروتئین موجود در بافت، میزان پروتئین  جهت تعمیم فعالیت آنزیم به میلی

میکرولیتر عصاره  30لیتر معرف برادفورد همراه با  ابتدا سه میلی. به شرح ذیل تعیین شد Bradfordروش 

. اسپکتروفوتومتر قرائت شدنانومتر در دستگاه  595برگ گیاه کامل مخلوط شده و مقدار جذب نور در 

لیتر معرف برادفورد بود  هاي شاهد که شامل فقط سه میلی براي صفر کردن دستگاه اسپکتروفوتومتر از لوله

  ).Bradford, 1976(استفاده شد 

  تهیه منحنی استاندارد  9-1- 3

گرم  ار پنج میلیمقد Bradfordطبق روش . از سرم آلبومین گاوي براي تهیه منحنی استاندارد استفاده شد

میکرولیتر به  40 و 30، 25، 20، 15، 10، 5به ترتیب  از این سرم در آب مقطر سترون حل و از آن

نانومتر  595لیتر معرف برادفورد اضافه شد و مقدار جذب نور مخلوط در  هاي آزمایش حاوي سه میلی لوله

سپس بین میزان سرم و اعداد جذب به دست آمده معادله . در دستگاه اسپکتروفوتومتر قرائت شد

  .رگرسیون و منحنی مربوط به آن بدست آمد

  

  ها آنالیز داده 10- 3

تکرار مورد مطالعه  3این تحقیق به صورت آزمایش اسپلیت پلات در زمان بر پایه طرح کاملا تصادفی با 

به عنوان فاکتور  )گرم بر لیتر 6و  4، 2، 1، 0هاي  غلظت( پنج سطح تیمار فسفیت پتاسیم . قرار گرفت
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ه عنوان عامل فرعی در نظر ب) پس از تلقیح با قارچ روز11و  8، 5، 3، 1(پنج زمان اندازه گیري اصلی و 

انجام  Excelو رسم نمودارها توسط نرم افزار  SASها با استفاده از نرم افزار  تجزیه آماري داده. گرفته شد

  .درصد استفاده شد 1در سطح احتمال  LSDها از آزمون  براي مقایسه میانگین داده. گرفت

  

   Real time-PCRنمونه گیري مواد گیاهی براي  11- 3

فسفیت گرم بر لیتر  4و  1، 0هاي  هاي شاهد و آلوده به قارچ تحت تیمار با غلظت نمونه برداري از برگ

  .انجام گردید) روز پس از تلقیح 8و  5، 3، 1(زمان  4پتاسیم در سه تکرار و 

  

  کل  RNAاستخراج  12- 3

1کل از گیاه خیار از معرف ترایزول  RNAجهت استخراج 
است،  2گوانیدین تیوسیاناتکه حاوي فنل و  

  :استخراج به شرح زیر صورت گرفت. استفاده گردید

سپس محلول ترایزول به منظور لیز . ابتدا بافت برگی با استفاده از نیتروژن مایع در هاون پودر گردید.1

 1/0ازاي لیتر به  میلی 1ها و غیر فعال نمودن نوکلئازها به مقدار  ها و دناتوره کردن پروتئین کردن سلول

  .دقیقه در دماي محیط قرار گرفت 10گرم برگ اضافه گردید و به مدت 

ثانیه ورتکس  15لیتر ترایزول اضافه شد و براي مدت  میلی 1لیتر کلروفرم به ازاي هر  میلی 2/0سپس .2

  .دقیقه در دماي محیط انکوبه گردید 2-3کرده و بعد از آن به مدت 

                                                           
١
-Trizol-invitrogen  

٢
-Guanidinium thiocyanate 
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rpmدرجه سلسیوس با دور  4دقیقه و در دماي  15ها براي  نمونه.3
  .سانتریفوژ گردیدند 112000

بود با دقت جمع آوري شده و  RNAپس از تشکیل دو فاز کاملا مشخص، فاز بالایی که شفاف و حاوي .4

  .به یک تیوب جدید منتقل گردید

دقیقه در دماي اتاق قرار گرفت و سپس  10د و میکرولیتر ایزوپروپانل اضافه ش 500به هر نمونه مقدار .5

  .سانتریفوژ گردیدند rpm12000درجه سلسیوس و با دور  4دقیقه در دماي  10به مدت 

به صورت یک رسوب سفید رنگ در انتهاي تیوب قابل مشاهده است و سپس محلول  RNAپس از آن، .6

  .اده شدشستشو د ٪75بالایی دور ریخته شد و سه بار با الکل اتانول 

سانتریفوژ گردید و پس از حذف  rpm8000درجه سلسیوس و با دور  4دقیقه در دماي  5نمونه براي .6

 .اضافه گردید DEPCدقیقه خشک شده و به آن آب تیمار شده با  5-10اتانول، نمونه پس از 

   DNaseبا آنزیم  RNAتیمار  12-1- 3

شرکت فرمنتاز  DNase I, RNase-free، از کیت RNAاز  DNAهاي احتمالی  به منظور حذف آلودگی

  .استفاده گردید

درجه سانتیگراد در  37دقیقه در دماي  30اضافه شده و به مدت  RNase-freeمواد زیر به تیوب .1

  .دستگاه ترموسایکلر انکوبه شد

  

  

  

 

                                                           
1-Revolution per minute 
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 DNaseبا آنزیم  RNAترکیبات واکنش تیمار  2- 3جدول 

واکنش حجم مورد نیاز براي یک   ماده

  )میکرولیتر(

RNA 10 
  DNase I  2بافر آنزیم 

  DNase I 2آنزیم 

  DEPC 1-6آب تیمار شده با 

  20  جمع

   

اضافه   DNaseسازي فعالیت آنزیم  جهت غیرفعال مولار به تیوبمیلی  EDTA 50محلول  gµ1مقدار .2

 .درجه سانتیگراد در دستگاه ترموسایکلر انکوبه شد 65دقیقه در دماي  10و به مدت  شده

  .استفاده شد اسپکتروفتومترياستخراج شده از روش ژل آگارز و  RNAبراي تعیین کمیت و کیفیت 

  :استخراج شده RNAبررسی کمیت و کیفیت   12-2- 3

  الکتروفورز 1- 12-2- 3

 RNAهاي  میکرولیتر از نمونه 2 . استخراج شده، الکتروفورز انجام گردید RNAبراي تعیین کیفیت 

رنگ آمیزي با . درصد الکتروفورز گردید 1، بر روي ژل آگارز bp 100همراه با نشانگر با اندازه مولکولی 

پس از رنگ آمیزي، با استفاده از دستگاه عکس برداري ژل، . صورت گرفت1استفاده از اتیدیوم بروماید 

  . باندهاي مورد نظر بررسی شدند

  وفتومتريراسپکت 2- 12-2- 3

RNA  با توجه به ساختارش، حداکثر جذب را درnm260 در این طول موج یک واحد . باشد دارا می

OD(جذب
درجه ، OD280 به OD260نسبت . باشد در هر میکرولیتر می RNAمیکروگرم  40معادل) 2

                                                           
١- Ethidium bromide  
٢-Optical Density  



٥٦ 
 

در . باشد 8/1-2تقریبا بایستی در محدوده ) A260/280(نماید که این نسبت  را مشخص می  RNAخلوص 

میزان آلودگی   OD230به  OD260نسبت . یابد هاي پروتئینی این نسبت کاهش می صورت وجود آلودگی

 در آب مقطر و RNAنمونه  100/2در این روش از رقت . دهد به مواد فنلی و پلی ساکارید را نشان می

 98ابتدا دستگاه اسپکتوفتومتر با  RNAبراي اندازه گیري غلظت . دستگاه اسپکتوفتومتر استفاده شد

استخراج شده از برگ گیاه  RNAمیکرولیتر از  2سپس . شد) استاندارد(میکرولیتر آب دیونیزه، بلانک 

ه اندازه گیري هاي ذکر شد سپس میزان جذب نوري در طول موج. به کوت کوارتز تزریق و همگن گردید

 .شدند

  cDNAسنتز  13- 3

میکرولیتر آغازگر  1همراه  DEPCاستخراج شده در آب تیمار شده با  mRNAمیکرولیتر از  پنج

oligo(dt)18  دقیقه در دماي  5و به مدت ) میکرولیتر 12حجم نهایی (در یک میکروتیوپ مخلوط کرده

ها به مدت  پس از پایان زمان انکوباسیون، تیوب. گراد در دستگاه ترموسایکلر انکوبه شد درجه سانتی 65

دید دقیقه بر روي یخ انکوبه شدند و پس از آن مواد لازم طبق جدول زیر به هر تیوب اضافه گر 5

  )3- 3جدول (

 cDNAترکیبات واکنش ساخت رشته اول  3-3جدول

  غلظت ماده  )µl(براي هر واکنش  ماده

  Reverse Transcriptase 4  X5بافر آنزیم

DNTPmix  2  Mm10  

RiboLock RNase Inhibitor  1  -  

M-MUL V Reverse Transcriptase  1  -  

  -  12  و پرایمر RNAترکیب 

  -  20  جمع
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پس از پایان زمان انکوباسیون، به منظور . گراد انکوبه شدند درجه سانتی 42ها به مدت یک ساعت در  تیوب

گراد قرار  درجه سانتی 70دقیقه در  5ها به مدت  ، تیوبReverse transcriptase  غیرفعال کردن آنزیم

 . گراد نگهداري گردیدند درجه سانتی -30حاصل تا زمان مصرف در  cDNA. گرفتند

  

  طراحی پرایمر 14- 3

علاوه بر موارد مورد توجه در طراحی پرایمر معمولی، باید  Real-Timeبطور کلی براي طراحی پرایمر در 

  :موارد زیر را نیز در نظر داشته باشیم

  .درصد باشد 40- 60پرایمر در حدود  GCبهتر است درصد - 1

  .پشت سر هم نباشد Cیا  G 2باز هر دو انتهاي پرایمرها بیشتر از  5در  - 2

  .و یا بیشتر پشت سر هم نباشد Gیا  C سه عدددر کل طول پرایمر - 3

  .درجه نباشد 2دو پرایمر بیشتر از  Tmتفاوت - 4

  .باشد A/Tباز  Reverseپرایمر  3َبهتر است از انتهاي - 5

  .باشد bp180-50طول قطعه تکثیري بین - 6

براي طراحی پرایمر از نرم افزار . ژن مرجع استفاده گردید دار اکتین به عنوان آزمایش از ژن خانهدر این 

Primer Premier ver 5.0  وOligo Explorer ver 1.4  و براي سنتز به شرکت فزا پژوه  شداستفاده

   .فرستاده شد
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 مورد استفاده جهت بررسی بیان ژن مشخصات پرایمرهاي 4- 3جدول 

طول قطعه 

  تکثیري

  نام پرایمر     5َ             3َتوالی 

169  TCCAATCTCGATGTTCTCGACCT  Pgip1F  

  GGTAGAGATAAGGGACTTTTCC  Pgip1R  

141  GCGGTTTTGGATGGCGTTGAT  Chitinase F  

  GTCTAGGTGAGCGTCTGGTA  Chitinase R  

129  GAGGCGAGGGTATGCGAATC  Defensin F  

  GCAGCGACGGCGAAATCC   Defensin R  

153  AGTTTCCACTGCGTTCCACACT  Betagluconase F 

  TAAGGGTACAAGTTGAGGAGCA  Betagluconase R 

155  GATTCTGGTGATGGTGTGAGTC  Actin F 

  TCGGCAGTGGTGGTGAACAT  Actin R  

 

  

  Real-Time PCRانجام  15- 3

 DEPC treated، پرایمرها و Master Mixپیکومول تهیه کرده، سپس  10ابتدا پرایمرهایی با غلظت 

water  به دماي محیط رسانیده و بعد از یک سانتریفیوژ کوتاه)short spin ( ،آماده استفاده شدند

 BioRAD Real-Time(مخصوص دستگاه ) میکرولیتري متصل به هم 100هاي  تیوب(هاي  استریپ

PCR ( میکرو لیتر  5/6بر روي یخ در زیر هود قرار داده و به آنهاMaster Mix ،5/0  میکرولیتر از هر

) short spin(روي یخ ذوب گردید و بعد از یک سانتریفیوژ کوتاه  cDNAدر این مرحله . پرایمر اضافه شد
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را در دستگاه قرار داده و  ها ، استریپ)5-3جدول ( میکرولیتر اضافه گردید 1آماده شد و به هر استریپ 

PCR 6-3جدول ( طبق برنامه دمایی زیر انجام شد(.  

 Real-time PCRاجزاء مخلوط واکنش  5- 3جدول 

  غلظت  )µl(مقدار  ماده

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix(2X) 5/6  -  

  Forward 5/0  0/3 µMپرایمر 

  Reverse 5/0  0/3 µMپرایمر 

Template DNA  1  500 ng≤  

  -  4  آب عاري از نوکلئاز

  -  5/12  جمع

  

 Real-time PCRبرنامه دمایی  6- 3جدول 

  زمان  )گراد درجه سانتی(دما   مرحله واکنش  سیکل

  دقیقه 10  95  فعال سازي و واسرشته سازي اولیه  اول

  ثانیه 15  95  واسرشته سازي  )تکرار 40(دوم 

  ثانیه 60  60  اتصال و بسط  

  

 Real-time PCRهاي  محاسبه داده 16- 3

∆∆ Ctنرخ بیان ژن با استفاده از روش
2- )Livak and Schmittgen 2001 (در ابتدا .  گیري شد اندازه

ژن خانه دار  CTژن هدف از میانگین CT میانگین . میانگین سیکل آستانه تکرارهاي هر ژن محاسبه شد

زمان صفر به عنوان کالیبره براي بقیه  ∆ Ctسپس . بدست آمد  ∆ Ctکم شده و شاخص  (Actin)اکتین 

  . ها استفاده گردیدزمان
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     CTsample =  CTtarget  -  CTactin∆  4-3رابطه  

   CTcalibrator =  CT(target, calibrator)  -   CT(actin, calibrator)∆  5-3رابطه           

  . کالیبراتور نرمال سازي شد ∆CTنمونه به  ∆CTسپس 

 CT =  ∆CT sample -   ∆CTcalibrator∆∆  6-3رابطه   

  

∆∆ Ctنهایتأ بیان هر ژن با استفاده از فرمول 
ها با استفاده از نرم افزار  تجزیه آماري داده .محاسبه شد -2

SAS  و رسم نمودارها توسط نرم افزارExcel ها از آزمون  براي مقایسه میانگین داده. انجام گرفتLSD  در

  .درصد استفاده شد 1سطح احتمال 

  

  

  

  

  

  

  

  

  



  

 فصل چهارم 

  و بحث نتایج
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   و زراعی  بررسی مورفولوژیکی 4-1

در گیاهان خیار تلقیح شده با  زراعی -مورفولوژیکیت پتاسیم بر خصوصیات اثر فسف 1- 4-1

  F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumقارچ 

فسفیت پتاسیم بر روي درصد پوسیدگی،  مختلف سطوح اثر که داد نشان ها واریانس داده نتایج تجزیه

-F. oxysporum f. sp. radicisمیزان کلروفیل و وزن تر ریشه و اندام هوایی خیار تلقیح شده با قارچ 

cucumerinum  هاي  در این تحقیق تیمار گیاهچه). 1-4جدول ( استدار  درصد معنی 1در سطح احتمال

، b، کلروفیل aمیزان کلروفیل  شیافزا کاهش درصد پوسیدگی و وانسته منجر بهخیار با فسفیت پتاسیم ت

  . گردد ، وزن تر ریشه و وزن تر اندام هوایی a+bکلروفیل 

  

، وزن تر ریشه و وزن تر a ،b ،a+bنتایج تجزیه واریانس و میانگین مربعات صفات درصد پوسیدگی، کلروفیل   1- 4جدول 

  ساقه

        میانگین مربعات       

منابع 

  تغییرات

آزادي  درجه

  )df(  

درصد 

  پوسیدگی

کلروفیل  bکلروفیل  aکلروفیل 

a+b  

وزن تر 

  ریشه

  وزن تر ساقه

  10.15373**  4.20348**  3.65446**  0.21070**  2.17000**  2.880952**  7  تیمار

  0.5257  0.4309  0.2043  0.0434  0.0965  0.23333  10  خطا

ضریب 

  تغییرات

  17.04  6.66  9.09  6.50  14.92  9.54  

  درصد 1داري در سطح احتمال معنی **

  

هاي خیار تیمار شده با فسفیت پتاسیم،تحت تنش  بررسی تغییرات مقاومت گیاهچه 1- 1- 4-1

   F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumقارچ 

داري بین تیمارهاي مختلف این آزمایش در شاخص درصد پوسیدگی  تفاوت معنی 1- 4بر اساس جدول 

دهد که شاخص  نشان می  1-4نتایج در شکل . ددرصد مشاهده ش 1ریشه از نظر آماري در سطح احتمال 



 

 

نسبت به تیمار قارچ کمترین مقدار را 

KPhi1 ،KPhi2 ،KPhi4  وKPhi6  به

روز پس از آلودگی با قارچ  21شاخص درصد پوسیدگی ریشه خیار تیمار شده با مقادیر مختلف فسفیت پتاسیم 

 ،KPhi4 ،KPhi6  عدم تلقیح قارچ، به ترتیب

 F. oxysporumهاي خیار تحت تنش 

فسفیت پتاسیم  مختلف سطوح اثر که 

-F. oxysporum f. sp. radicisهاي خیار تلقیح شده با قارچ 

ها نشان داد که  نتایج مقایسه میانگین داده

به ) µg.ml 17/8( a+bو کلروفیل ) 2

و  KPhi4و ) تلقیح نشده با قارچ(، شاهد 

0

20

40

60

80

100

sh KPhi

ی
دگ

سی
پو

د 
ص

در

d

٦٣ 

نسبت به تیمار قارچ کمترین مقدار را ) KPhi4(گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم  4درصد پوسیدگی در تیمار 

KPhi0 ،KPhi1همچنین درصد پوسیدگی در تیمارهاي . 

  .شدمشاهده درصد  90و  50، 75، 5/82

شاخص درصد پوسیدگی ریشه خیار تیمار شده با مقادیر مختلف فسفیت پتاسیم 

F. oxysporum f. sp. radicis- .)sh، KPhi0  ،KPhi1 ،KPhi2 ،

  ).گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم 6و  4، 2، 1، 0غلظت 

هاي خیار تحت تنش  اثر فسفیت پتاسیم بر محتواي کلروفیل گیاهچه

f. sp. radicis-cucumerinum  

 داد نشان )1-4جدول( واریانس پارامترهاي فیزیولوژیکی

هاي خیار تلقیح شده با قارچ  بر روي محتواي کلروفیل در برگ

cucumerinum  نتایج مقایسه میانگین داده .دار بود درصد معنی 1در سطح احتمال

µg.ml54/2 ( b، کلروفیل )a )µg.ml63/5بیشترین مقدار کلروفیل 

، شاهد )گرم بر لیتر فسفیت 4غلظت ( KPhi4ترتیب مربوط به تیمار 

KPhi0 KPhi1 KPhi2 KPhi4 KPhi6

درصد پوسیدگی

a

ab
ab

b

c

درصد پوسیدگی در تیمار 

. ه استداشت

5، 100ترتیب 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

شاخص درصد پوسیدگی ریشه خیار تیمار شده با مقادیر مختلف فسفیت پتاسیم  1-4شکل

-cucumerinum

غلظت +قارچتلقیح 

  

اثر فسفیت پتاسیم بر محتواي کلروفیل گیاهچه 2- 1- 4-1

cucumerinum

واریانس پارامترهاي فیزیولوژیکی نتایج تجزیه

بر روي محتواي کلروفیل در برگ

cucumerinum

بیشترین مقدار کلروفیل 

ترتیب مربوط به تیمار 
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) µg.ml 27/5( a+bو کلروفیل ) µg.ml 83/1( b، کلروفیل )a )µg.ml 44/3کمترین میزان کلروفیل 

پاشی فسفیت  چنین با محلولهم). 1- 4شکل (باشد  می) عدم مصرف فسفیت(مربوط به تیمار قارچ 

، 38به ترتیب  aمحتواي کلروفیل  گرم بر لیتر پس از تلقیح با قارچ، 6و  2، 1، 0هاي  در غلظت پتاسیم،

کاهش یافته، در حالیکه در ) تلقیح نشده با قارچ(درصد نسبت به گیاهان شاهد  3/11و  8/18، 5/30

این درحالی است که میزان کلروفیل . یافته است درصد نسبت به شاهد افزایش 2/1گرم بر لیتر  4غلظت 

a  درصد نسبت به  3/43و  6/63، 2/31، 2/12گرم بر لیتر فسفیت به ترتیب  6و  4، 2، 1در تیمارهاي

  .افزایش یافته است) عدم مصرف فسفیت(تیمار قارچ 

گرم بر لیتر فسفیت  6و  4، 2، 1، 0هاي تلقیح شده با قارچ، تحت تیمارهاي  نیز در گیاهچه bکلروفیل  

همچنین میزان . نشان داددرصد نسبت به شاهد کاهش  3/2و  3/0، 7/15، 3/13، 9/27پتاسیم به ترتیب 

درصد  5/35و  2/38، 9/16، 21/20گرم برلیتر فسفیت به ترتیب  6و  4، 2، 1در تیمارهاي  bکلروفیل 

  .افزایش یافت) عدم مصرف فسفیت(نسبت به تیمار قارچ 

و  9/17، 1/25، 9/34گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم به ترتیب  6و  2، 1، 0نیز در تیمارهاي   a+bکلروفیل 

درصد نسبت به شاهد  8/0گرم بر لیتر آن  4درحالیکه تیمار  داشتدرصد نسبت به شاهد کاهش  3/8

در تمامی تیمارهاي فسفیت نسبت به تیمار قارچ  a+bین درحالی است که کلروفیل ا. افزایش یافته است

  .افزایش یافته است

  

  

  

  

  



 

 

  ب               

برگ گیاهان خیار تیمار شده با   در بافت) ج

F. oxysporum f. sp. radicis .)sh،kPhi0 

گرم بر لیتر فسفیت  6و  4، 2، 1، 0غلظت 
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                 الف                    

              

 ج                                                         

ج( a+bو کلروفیل ) ب( b، کلروفیل )الف( aتغییرات میزان کلروفیل 

radicis-cucumerinum .روز پس از آلودگی با قارچ  7 ،مقادیر مختلف فسفیت پتاسیم

KPhi2 ،KPhi4 ،KPhi6  غلظت +قارچ تلقیح ،قارچعدم تلقیح به ترتیب
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bکلروفیل 

a ab

KPhi0 KPhi1 KPhi2 KPhi4 KPhi6

کلروفیل 
a+b

a
ab

b

c
c

                    

  

  

  

  

    

  

  

                                                         

 

  

  

  

 

 

 

 

تغییرات میزان کلروفیل  2-4شکل 

مقادیر مختلف فسفیت پتاسیم

،KPhi1 ،KPhi2

 ).پتاسیم

  

 

 

aکلروفیل 

a
b

 

کلروفیل 
a+b



 

 .F.oxysporum f. spهاي خیار تحت تنش 

هاي خیار  وزن تر ریشه و اندام هوایی را در گیاهچه

بیشترین مقدار وزن تر . افزایش داد

و کمترین ) KPhi4(گرم برلیتر فسفیت 

) عدم مصرف فسفیت(در تیمار قارچ 

گرم بر  6و  4، 2، 1هاي  در غلظت

و ) عدم مصرف فسفیت(برابر نسبت به تیمار قارچ 

) عدم مصرف فسفیت(برابر نسبت به تیمار قارچ 

  ب                                                                

روز  7هاي خیار تیمار شده با مقادیر مختلف فسفیت پتاسیم 

KPhi2 ،KPhi4 ،KPhi6  عدم به ترتیب
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هاي خیار تحت تنش  اثر فسفیت پتاسیم بر وزن تر گیاهچه

radicis  

وزن تر ریشه و اندام هوایی را در گیاهچه ،فسفیت پتاسیم مختلف سطوح 3

F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum افزایش داد

گرم برلیتر فسفیت  4در تیمار ) گرم 48/10(و وزن تر اندام هوایی 

در تیمار قارچ ) گرم 5(و وزن تر اندام هوایی ) گرم 2.58(مقدار وزن تر ریشه 

در غلظت پاشی فسفیت پتاسیم، نتایج نشان داده است که با محلول

برابر نسبت به تیمار قارچ  5/0و  5/1، 6/0، 4/0لیتر میزان وزن تر ریشه به ترتیب 

برابر نسبت به تیمار قارچ  3/0و  09/1، 4/0، 2/0وزن تر اندام هوایی به ترتیب 

  .     افزایش نشان داده است

                                                                الف             

            

هاي خیار تیمار شده با مقادیر مختلف فسفیت پتاسیم  گیاهچه) ب(و وزن تر اندام هوایی ) الف

F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum .)sh، KPhi0  ،KPhi1 ،KPhi2

  ).گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم 6و  4، 2، 1، 0غلظت 
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وزن تر 
اندام 

ھوایی

a

b

اثر فسفیت پتاسیم بر وزن تر گیاهچه 3- 1- 4-1

radicis-cucumerinum

3- 4با توجه به شکل 

cucumerinumتلقیح شده با قارچ 

و وزن تر اندام هوایی ) گرم 69/6(ریشه 

مقدار وزن تر ریشه 

نتایج نشان داده است که با محلول. مشاهده شد

لیتر میزان وزن تر ریشه به ترتیب 

وزن تر اندام هوایی به ترتیب 

افزایش نشان داده است

                            

  

  

  

  

  

الف(وزن تر ریشه   3-4شکل  

cucumerinumپس از آلودگی با قارچ 

غلظت +قارچتلقیح ، تلقیح قارچ

 

وزن تر 
ریشھ

a

c
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  هاي آنزیمی و بیوشیمیایی بررسی 4-2

اکسیدانی در گیاهان خیار تلقیح  هاي آنتی اثر فسفیت پتاسیم بر میزان فعالیت آنزیم 4-2-1

 F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumشده با قارچ 

 اثر فسفیت پتاسیم و اثر زمان و همچنین مختلف سطوح اثر که داد نشان ها واریانس داده نتایج تجزیه

هاي کاتالاز، گایاکول پراکسیداز و سوپراکسید دیسموتاز در  دو عامل بر روي فعالیت آنزیم این متقابل

 1در سطح احتمال  F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumهاي خیار تلقیح شده با قارچ  برگ

با  ماریمختلف و ت يها در زمان یدفاع يها میآنز دیتول زانیم نیهمچن). 2- 4جدول ( دار بود درصد معنی

وانسته منجر به فسفیت پتاسیم ت و داده نشان يدار یتفاوت معن زفسفیت پتاسیم نی مختلف يها غلظت

 . گردد یدفاع يها میتجمع آنز شیافزا

گایاکول پراکسیداز، سوپراکسید دیسموتاز، پراکسید نتایج تجزیه واریانس و میانگین مربعات صفات کاتالاز،  2-4جدول

   آلدئید مالون ديهیدروژن و 

میانگین        

  مربعات

    

درجه آزادي      منابع  تغییرات

)df(  

گایاکول   کاتالاز

  پراکسیداز

سوپراکسید 

  دیسموتاز

پراکسید 

  هیدروژن

مالون دي 

  آلدئید

فسفیت 

  پتاسیم

5  **156.401  **30592.489  **21.379  **0.153  **7198.656  

)Ea( خطاي

  اصلی 

12  0.137  11.007     0.001     0.00  0.95  

  5783.032**  0.359**  18.896**  7065.213**  150.693**  4  زمان

فسفیت 

  زمان ×پتاسیم 

20  **7.462  **1285.691  **1.216  **0.015  **294.533  

)Eb ( خطاي

   فرعی 

48  0.126  4.386  0.000  0.00  1.437  

ضریب 

تغییرات                        

  3.719  1.825  0.175  1.219  1.30  

  درصد 1دار در سطح احتمال معنی **
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 اثر فسفیت پتاسیم بر میزان فعالیت آنزیم کاتالاز  4-2-1-1

نشان داد که بیشترین میزان ) 4- 4شکل (ها براي اثر متقابل آنزیم کاتالاز  نتایج مقایسه میانگین داده

روز پس از  5گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم و بعد از  4در تیمار )  U mg-1 protein 7/18(فعالیت این آنزیم 

) تلقیح نشده با قارچ(در گیاهان شاهد ) U mg-1 protein 8/3(تلقیح با قارچ و کمترین میزان فعالیت آن 

نتایج نشان داد که صرف نظر از زمان، با افزایش غلظت فسفیت پتاسیم تا غلظت  .و در روز سوم بوده است

پاشی  با محلول. یابد  گرم بر لیتر، فعالیت آنزیم کاتالاز نیز افزایش و پس از این غلظت کاهش می 4

، 63/1، 36/1فعالیت این آنزیم به ترتیب  گرم بر لیتر 6و  4، 2، 1، 0در غلظت هاي  فسفیت پتاسیم،

آن سیر نزولی پیدا  نسبت به شاهد افزایش نشان داده و پس از در روز پنجم برابر 61/1و  81/2، 16/2

 .کرده است

  

  

  

 

 

 

 

  

 

 

، 5، 3، 1 دیر مختلف فسفیت پتاسیم طیهاي گیاهان خیار تیمار شده با مقا تغییرات میزان آنزیم کاتالاز در بافت 4-4شکل

، F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum .)sh، KPhi0  ،KPhi1 ،KPhi2 ،KPhi4پس از آلودگی با قارچ روز  11و  8

KPhi6  گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم 6و  4، 2، 1، 0غلظت +قارچتلقیح ، عدم تلقیح قارچبه ترتیب.( 
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  اثر فسفیت پتاسیم بر میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز 4-2-1-2

هاي خیار تیمار شده با فسفیت پتاسیم در تمامی  میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز در گیاهچه 

 U mg-1(بیشترین میزان فعالیت این آنزیم . تیمارها در روز سوم پس از تلقیح با قارچ حداکثر بوده است

protein 233 ( گرم بر لیتر در سومین روز پس از تلقیح با قارچ و کمترین میزان فعالیت آن  4در تیمار

)U mg-1 protein 8/44 (فعالیت این آنزیم همانند فعالیت . در تیمار شاهد و در روز هشتم بوده است

پاشی فسفیت پتاسیم، در  گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم حداکثر بوده و با محلول 4آنزیم کاتالاز در غلظت 

 096/0 و 21/2، 61/1، 98/0، 83/0فعالیت این آنزیم به ترتیب  گرم بر لیتر 6و  4، 2، 1، 0هاي  غلظت

  . )5-4شکل ( برابر نسبت به شاهد افزایش نشان داده است

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

هاي گیاهان خیار تیمار شده با مقادیر مختلف فسفیت پتاسیم  تغییرات میزان آنزیم گایاکول پراکسیداز در بافت  5-4شکل

، F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum .)sh، KPhi0  ،KPhi1پس از آلودگی با قارچ  11و  8، 5، 3، 1طی روزهاي 

KPhi2 ،KPhi4 ،KPhi6  گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم 6و  4، 2، 1، 0غلظت +قارچتلقیح ، عدم تلقیح قارچبه ترتیب.(  
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  اثر فسفیت پتاسیم بر میزان فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز 4-2-1-3

اکسیدانی دیگر در تیمار فسفیت پتاسیم با  آنزیم آنتیفعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز نیز همانند دو 

را در روز سوم پس از تلقیح با قارچ و در ) U mg-1 protein 8/10(گرم بر لیتر بیشترین مقدار  4غلظت 

همچنین در تمامی . را در روز یازدهم نشان داده است) U mg-1 protein 5/3(تیمار شاهد کمترین مقدار 

، 52/0فعالیت این آنزیم به ترتیب  گرم بر لیتر 6و  4، 2، 1، 0هاي  یم با غلظتتیمارهاي فسفیت پتاس

   .)6- 4شکل ( برابر افزایش یافته بود 61/0و  4/1، 65/0، 61/0

  

  

  

   

  

  

  

   

  

هاي گیاهان خیار تیمار شده با مقادیر مختلف فسفیت  تغییرات میزان آنزیم سوپراکسید دیسموتاز در بافت  6-4شکل

،  F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum .)sh،KPhi0پس از آلودگی با قارچ 11و  8، 5، 3، 1پتاسیم طی روزهاي 

KPhi1 ،KPhi2 ،KPhi4 ،KPhi6 ( گرم بر لیتر فسفیت  6و  4، 2، 1، 0غلظت +قارچ تلقیح ،عدم تلقیح قارچبه ترتیب

  ).پتاسیم
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هاي خیار تیمار شده  اثر فسفیت پتاسیم بر میزان فعالیت پراکسید هیدروژن در برگ 4-2-1-4

  F.oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumبا قارچ 

فسفیت پتاسیم و اثر زمان و  مختلف سطوح اثر که داد نشان )2-4جدول( ها واریانس داده نتایج تجزیه

هاي خیار تلقیح شده با قارچ  دو عامل بر روي فعالیت پراکسید هیدروژن در برگ این متقابل اثر همچنین

F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum  نتایج مقایسه  .دار بود درصد معنی 1در سطح احتمال

 U(نشان داد که بیشترین میزان فعالیت پراکسید هیدروژن ) 7-4شکل (ها براي اثر متقابل  میانگین داده

mg-1 protein 98/0  ( روز پس از تلقیح با قارچ و کمترین  3گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم و  4در تیمار

روز پس از  11و ) تلقیح نشده با قارچ(مربوط به گیاهان شاهد ) U mg-1 protein 37/0(میزان فعالیت آن 

ایش غلظت فسفیت پتاسیم تا نتایج نشان داده است که صرف نظر از زمان، با افز. وده استتلقیح با قارچ ب

پاشی فسفیت  همچنین با محلول. گرم بر لیتر، فعالیت پراکسید هیدروژن افزایش یافته است 4غلظت 

فعالیت پراکسید  در سومین روز پس از تلقیح قارچ، گرم بر لیتر 6و  4، 2، 1، 0هاي  در غلظت پتاسیم،

 . )7-4شکل ( ه شاهد افزایش نشان داده استنسبت ب برابر 28/1و  57/1، 39/1، 31/1، 07/1هیدروژن 
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هاي خیار تیمار شده با قارچ  در بافت) H2O2(اثر فسفیت پتاسیم بر میزان فعالیت پراکسید هیدروژن  7- 4شکل 

F.oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum .)sh،kPhi0  ،KPhi1 ،KPhi2 ،KPhi4 ،KPhi6 ( عدم تلقیح قارچبه ترتیب ،

  ).گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم 6و  4، 2، 1، 0غلظت +قارچتلقیح 

  

در  مالون دي آلدئیداثر فسفیت پتاسیم بر میزان فعالیت پراکسیداسیون لیپیدي یا  4-2-1-5

  F.oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumهاي خیار تیمار شده با قارچ  برگ

فسفیت پتاسیم و اثر زمان و  مختلف سطوح اثر که داد نشان )2-4جدول ( ها واریانس داده نتایج تجزیه

هاي  در برگ) مالون دي آلدئید(دو عامل بر روي فعالیت پراکسیداسیون لیپیدي  این متقابل اثر همچنین

درصد  1در سطح احتمال  F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumخیار تلقیح شده با قارچ 

مالون دي ها براي اثر متقابل نشان داد که بیشترین مقدار  نتایج مقایسه میانگین داده .استدار  معنی

پس از تلقیح  11در روز ) U mg-1 protein4/149 (گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم  6مربوط به تیمار  آلدئید

شکل (باشد  یمربوط به تیمار شاهد و در روز اول م) U mg-1 protein 9/53(با قارچ و کمترین میزان آن 

گرم بر  4نتایج نشان داده است که صرف نظر از زمان، با افزایش غلظت فسفیت پتاسیم تا غلظت ). 8- 4

، 0هاي  در غلظت پاشی فسفیت پتاسیم، با محلول. کاهش یافته است مالون دي آلدئیدلیتر، میزان فعالیت 

برابر نسبت  39/1و  47/0، 94/0، 05/1، 36/1به ترتیب  مالون دي آلدئیدفعالیت  گرم بر لیتر 6و  4، 2، 1

  .به شاهد افزایش نشان داده است
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هاي گیاهان خیار تیمار شده با مقادیر مختلف فسفیت پتاسیم طی  در بافت مالون دي آلدئیدمیزان تغییرات  8-4شکل

، F. oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum .)sh،kPhi0  ،KPhi1  پس از آلودگی با قارچ  11و  8، 5، 3، 1روزهاي 

KPhi2 ،KPhi4 ،KPhi6 ( گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم 6و  4، 2، 1، 0غلظت +قارچتلقیح ، عدم تلقیح قارچبه ترتیب.(  

  

  بررسی مولکولی 4-3

  از بافت برگ خیار RNAاستخراج  4-3-1

استخراج شده بر روي ژل آگارز یک درصد و مقایسه آن با نشانگر  RNAهاي  نتایج حاصل از بررسی نمونه

هاي بافت برگ خیار، از کیفیت  هاي استخراج شده از نمونه RNAنشان داده که  bp100اندازه مولکولی 

کل استخراج شده سالم و  RNAهاي یوکاریوتی  در نمونه. برخوردار هستند cDNAمناسب جهت ساخت 

 Sا ب واضح و مشخص بوده و شدت باند مرتبط S rRNA18و  S rRNA28اي کامل باید داراي بانده

rRNA28 تواند معیار مناسبی دال بر  این نسبت می. تقریبا دو برابر یا بیشتر از باند ریبوزومی دیگر باشد

  ). 9-4شکل (استخراجی باشد  RNAسالم و بی عیب بودن 
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  درصد 1استخراج شده از برخی تیمارها بر روي ژل آگارز  RNAنمونه  9- 4شکل 

نتایج حاصل  . استخراج شده با استفاده از دستگاه اسپکتوفتومتر نیز تعیین شد RNAکمیت و کیفیت 

  .باشد برخوردار می cDNAاستخراجی از کیفیت و کمیت مناسب جهت سنتز  RNAنشان داد که 

  DNAپس از حذف  RNAبررسی  4-3-1-1

استخراج شده، پس از  RNAبه همراه  DNA، به منظور اطمینان از عدم وجود RNAپس از استخراج 

 DNAaseبا آنزیم  RNAبا دستگاه اسپکتروفتومتري، طبق پروتکل مربوطه  RNAاندازه گیري غلظت 

- 4شکل (از نظر کمی و کیفی مورد بررسی قرار گرفت  cDNAقبل از ساخت  RNAتیمار شده و مجددا 

10.(  

  

  

  

  

 

 

S rRNA28 

S rRNA18 

1 2 3 



 

 

  درصد 1بر روي ژل آگارز 

، Mgcl2ها و مقادیر مختلف  بدین منظور غلظت

جهت رسیدن به شرایط بهینه واکنش 

- 4شکل(درصد مورد بررسی قرار گرفتند 

) bp(155و  153، 129 ،141، 169ط پرایمرها، باندي حدود 

  . نشان داد بتاگلوکاناز و اکتین

، )1چاهک bp(pgip ) 169(جدا شده از نمونه گیاهی و پرایمرهاي 

 -β-155(و ) 4چاهک ( گلوکانازbp(  actin 

1 

1 

٧٥ 

  

  

  

بر روي ژل آگارز  DNAaseاستخراجی بعد از تیمار با  RNA - 10- 4شکل 

  cDNAبا  PCRانجام 

بدین منظور غلظت. بهینه سازي شدند PCRپارامترهاي بسیار موثر در انجام 

DNA  ژنومی و مقدار آنزیمTaq DNA polymerase  جهت رسیدن به شرایط بهینه واکنش

درصد مورد بررسی قرار گرفتند  1با ژل آگارز  PCRمحصولات . مورد بررسی قرار گرفت

ط پرایمرها، باندي حدود قطعه تکثیري توسالکتروفورز بر اساس 

بتاگلوکاناز و اکتین- 1،3، دیفنسین ، کیتیناز،pgipبا پرایمرهاي  PCRا به ترتیب براي 

جدا شده از نمونه گیاهی و پرایمرهاي  RNAحاصل از  cDNAبا  PCRمحصولات 

chitinase ) 129( ،)2چاهک bp(defensin ) 153( ،)3چاهک bp( 1،3 -

2 3 4 5 6 

 

2 3 4 5 6 

 

انجام  4-3-1-2

پارامترهاي بسیار موثر در انجام 

DNAآغازگرها، 

PCR مورد بررسی قرار گرفت

الکتروفورز بر اساس ). 11

ا به ترتیب براي 

  

  

  

  

محصولات  11- 4شکل 

)141 bp(chitinase

  )5چاهک (
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  هاي بیان ژن بررسی 4-3-2

گرم بر  4غلظت + گرم برلیتر و قارچ  1غلظت + با تیمارهاي قارچ، قارچ هاي مورد مطالعه  بررسی بیان ژن

  . روز پس از تلقیح صورت گرفت 8و  5، 3، 1هاي  لیتر فسفیت پتاسیم در زمان

 اثر فسفیت پتاسیم و اثر زمان و همچنین مختلف سطوح اثر که داد نشان ها واریانس داده نتایج تجزیه

هاي خیار  بتاگلوکاناز در برگ-3و1کیتیناز، دیفنسین و ، pgipهاي  دو عامل بر روي بیان ژن این متقابل

 دار بود درصد معنی 1در سطح احتمال  F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumتلقیح شده با قارچ 

 يها با غلظت ماریمختلف و ت يها در زمان هاي مورد مطالعه بیان ژن زانیم نیهمچن). 3- 4جدول (

  .است داده نشان يدار یتفاوت معن زفسفیت پتاسیم نی مختلف

   ، بتاگلوکاناز3-1، کیتیناز، دیفنسین و pgipهاي  نتایج تجزیه واریانس و میانگین مربعات بیان ژن  3-4جدول

      میانگین مربعات       

     بتاگلوکاناز، 3-1  دیفنسین  کیتیناز df(  pgip( درجه آزادي     منابع  تغییرات

    589/1103**  50/1848**  395/7326**  420/152**  2  فسفیت پتاسیم

Ea ) خطاي

    )اصلی

6   785/0     342/14    915/6      364/3    

    863/1247**  69/2757**  890/4281**  706/19**  3  زمان

 ×فسفیت پتاسیم 

  زمان

6  **594/20  **669/1127  **880/740  **738/430    

Eb ) خطاي

   )فرعی

18   074/1  811/24    591/17   985/3     

    122/18  968/23  613/16  133/28  ضریب تغییرات                        

  . درصد 1دار در سطح احتمال معنی**  -

   

  

  



 

٧٧ 
 

  PCRهاي ذوب محصولات  بررسی منحنی 1- 4-3-2

اي پلیمراز در زمان واقعی از اهمیت  زنجیره از آنجایی که اختصاصی عمل نمودن آغازگرها در روش واکنش

هاي ذوب براي هر آغازگر  بالایی برخوردار است به همین منظور در پایان هر واکنش با رسم منحنی

  .ها اطمینان حاصل نمود توان از اختصاصی بودن آن می

در فواصل زمانی ها را  مراحل انجام کار به این ترتیب است که براي رسم منحنی، دستگاه دماي نمونه 

ها را به  بطور مثال ابتدا دستگاه دماي نمونه. دهد به مقدار معینی تغییر می) ثانیه  11مثلاً هر (مشخص 

اي هستند و میزان  ها به صورت تک رشته cDNAدر این حالت تمام  .رساند گراد می درجه سانتی 94

به تدریج . باشد طع شده کم میدر نتیجه میزان فلورسانس سا. سایبرگرین متصل شده حداقل است

ماند و در این  ثانیه در آن دما ثابت می 11درجه سانتیگراد کاهش داده و  5/1 ها را دستگاه دماي نمونه

همزمان با این عمل منحنی تغییرات . شود گیري می ها توسط دستگاه اندازه مدت نور ساطع شده از نمونه

درصد  Tm (50(در نقطه ذوب . گردد ست ترسیم میفلورسانس بر حسب دما که همان منحنی ذوب ا

اي از هم جدا شده و میزان فلورسانس بطور ناگهانی تغییر  هاي دو رشته DNAپیوندهاي هیدروژنی در 

توان به  در صورت مشاهده تنها یک پیک در حدود درجه حرارت ذوب آغازگر مورد بررسی، می. یابد می

ولی وجود بیش از یک پیک در منحنی رسم شده بیانگر تکثیر . اختصاصی عمل نمودن آغازگر مطمئن بود

بایست آغازگرهاي دیگر طراحی  باشد که در این صورت می قطعات غیر اختصاصی همراه با قطعه هدف می

هاي ذوب محصول اختصاصی  هاي ذوب کمتر از درجه حرارت هاي نوك تیز در درجه حرارت پیک. نمود

هاي پهن بیانگر وجود محصولات غیر اختصاصی و یا  به یکدیگر و پیک نشان دهنده جفت شدن آغازگرها

  . هستند 1هاله

                                                           
Smear -١  



 

گراد  درجه سانتی 95در این بررسی نیز دماي ذوب آغازگرها در محدوده دمایی اتصال آغازگرها تا دماي 

-1،3دیفنسن، کیتیناز،  ،pgipهاي 

دایمر یا وجود ندارد یا بسیار -ر فازهاي مختلف واکنش حاکی از آن است که تشکیل پرایمر

  ). 12- 4شکل(باشد  باشد و نمودار دماي ذوب آغازگرها از کیفیت مناسبی برخوردار می

  )ب(                                                  

  )د(                                                              

    

  )د( بتاگلوکاناز -1،3و  )ج( ، کیتیناز

٧٨ 

در این بررسی نیز دماي ذوب آغازگرها در محدوده دمایی اتصال آغازگرها تا دماي 

هاي  و ژن) Actin(مورد بررسی قرار گرفت که بررسی نمودارهاي ژن مرجع 

ر فازهاي مختلف واکنش حاکی از آن است که تشکیل پرایمر

باشد و نمودار دماي ذوب آغازگرها از کیفیت مناسبی برخوردار می

                                                                      )الف

                                                                )ج

  

، کیتیناز)ب( pgip، )الف(دیفنسین هاي  براي ژن PCRمنحنی ذوب محصولات 

 

 

در این بررسی نیز دماي ذوب آغازگرها در محدوده دمایی اتصال آغازگرها تا دماي 

مورد بررسی قرار گرفت که بررسی نمودارهاي ژن مرجع 

ر فازهاي مختلف واکنش حاکی از آن است که تشکیل پرایمربتاگلوکاناز د

باشد و نمودار دماي ذوب آغازگرها از کیفیت مناسبی برخوردار می اندك می

الف(                     

  

   

  

  

ج(                      

  

  

  

  

  

منحنی ذوب محصولات  12- 4شکل 

 

 



 

 

 بتاگلوکاناز - 3،1 و دیفنسین، کیتیناز، 

مورد ارزیابی ) عدم مصرف فسفیت(در بازه زمانی معین بین تیمارهاي مختلف فسفیت پتاسیم و شاهد 

با کارایی  ها ي این ژن براي همه مورد نظر

 ب                                                                     

                                                                                                                  

  )د( بتاگلوکاناز-3،1و ) ج(، دیفنسین )ب(، کیتیناز 

 

 د

٧٩ 

، pgip1کد کننده  هاي در این تحقیق بررسی تغییر میزان بیان ژن

در بازه زمانی معین بین تیمارهاي مختلف فسفیت پتاسیم و شاهد 

مورد نظر هاي آنالیز منحنی کمیت بیان نشان داد که امپلیکون

  ).13-4شکل(بسیار بالا تکثیر گردیده است 

                                                              الف                        

                     

                                                      ج                 

  د                              

                                                                                               

، کیتیناز )الف( pgip1 هاي ژن cDNAهاي  منحنی فلورسانس نمونه

 

در این تحقیق بررسی تغییر میزان بیان ژن

در بازه زمانی معین بین تیمارهاي مختلف فسفیت پتاسیم و شاهد 

آنالیز منحنی کمیت بیان نشان داد که امپلیکون. قرار رفت

بسیار بالا تکثیر گردیده است 

                        

                     

  

  

  

                 

د                              

                                                                                               

  

  

  

منحنی فلورسانس نمونه  13-4شکل
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 pgip1الگوي تظاهر ژن  2- 4-3-2

گرم بر لیتر  4به طور کلی بیان ژن در تیمار  نشان داد که ΔΔCt-(2)بررسی روند تغییرات بیان ژن با فرمول 

همچنین در تیمار . بوده استتیمار قارچ  گرم بر لیتر و 1ها بیشتر از تیمار  فسفیت پتاسیم در تمام زمان

kphi1  وkphi4  در روز سوم پس از تلقیح با قارچ حداکثر تجمع ژنpgip  مشاهده شد و پس از آن به

) عدم مصرف فسفیت پتاسیم-تیمار قارچ(kphi0 تدریج میزان بیان این ژن کاهش یافته است اما در تیمار 

   ).14-4شکل (در روز پنجم پس از تلقیح با قارچ مشاهده شد  pgipبیشترین تجمع ژن 

سازي با  در طی چهار بازه زمانی پس از آلوده PGIP1پروتئین  هاي کد کننده  همچنین الگوي بیان ژن

 Real timeنتایج . مورد بررسی قرار گرفت kphi4و  kphi0 ،kphi1در تیمارهاي  یعامل بیماري فوزاریوم

PCR  ها به طور قابل  گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم در تمام زمان 4تایید کرد که بیان این ژن در تیمار

بررسی . بوده است) فسفیت مصرفعدم ( تیمار قارچگرم بر لیتر و  1یمار توجه و معنی داري بیشتر از ت

آلودگی هاي مختلف پس از  ن ها در زماندهد که سطح تظاهر این ژ ن نشان میروند تغییرات بیان این ژ

نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل تغییرات در تظاهر ژن در نتیجه آلودگی  .باشد در تمام تیمارها متفاوت می

و در روز سوم به  یابد میافزایش  اولدر روز   pgip1امل بیماري فوزاریومی نشان داد که رونوشت ژن به ع

 3/16و  5/7در روز سوم پس از آلودگی با میزان بیان  kphi4و kphi1تیمار . رسد میحداکثر مقدار خود 

  .)14-4شکل ( اختلاف معنی داري را در سطح یک درصد نشان دادکنترل برابري نسبت به 

  

  

  



 

 

F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum 

 15- 4هاي مختلف در شکل  فسفیت پتاسیم در زمان

هاي زمانی  در بازه ژناین شود روند بیان 

 .مختلف بعد از اعمال تیمار فسفیت پتاسیم با دو غلظت مختلف نسبت به تیمار قارچ متفاوت است

در  هاي نمونه گیري روند افزایشی داشته و میزان تغییرات بیان ژن

و در کاهش داري  از روز سوم به بعد به طور معنی

،kphi1 وkphi4  در روز هشتم پس از

گیاه فاقد قارچ و تیمار ( کنترلبرابري نسبت به 

 4تیمار قارچ بیشترین مقدار و تیمار .اختلاف معنی داري را در سطح یک درصد نشان داد

نتایج آزمایش حاکی از رابطه مثبت میزان 
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cucumerinumدر گیاهان خیار تلقیح شده با قارچ  pgip1تغییرات بیان ژن 

  هاي مختلف تحت تیمار با فسفیت پتاسیم در زمان

  الگوي تظاهر ژن کیتیناز

فسفیت پتاسیم در زمان+ قارچ و قارچ در تیمار کیتیناز ژن  

شود روند بیان  همانگونه که در این شکل مشاهده می. نشان داده شده است

مختلف بعد از اعمال تیمار فسفیت پتاسیم با دو غلظت مختلف نسبت به تیمار قارچ متفاوت است

هاي نمونه گیري روند افزایشی داشته و میزان تغییرات بیان ژن زماندر  همچنین بیان ژن کیتیناز

kphi1 وkphi4  تیمار قارچ نسبت به)kphi0( از روز سوم به بعد به طور معنی

،kphi0هاي تیمار. یافته استهر سه تیمار نسبت به کنترل افزایش 

برابري نسبت به  8/12و  5/38، 2/91میزان بیان افزایش 

اختلاف معنی داري را در سطح یک درصد نشان داد) فسفیت پتاسیم

نتایج آزمایش حاکی از رابطه مثبت میزان . ستگرم بر لیتر فسفیت پتاسیم کمترین میزان بیان را داشته ا

3 5 8
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تغییرات بیان ژن  14-4شکل

تحت تیمار با فسفیت پتاسیم در زمان

 

الگوي تظاهر ژن کیتیناز 3- 4-3-2

  روند تظاهر 

نشان داده شده است

مختلف بعد از اعمال تیمار فسفیت پتاسیم با دو غلظت مختلف نسبت به تیمار قارچ متفاوت است

همچنین بیان ژن کیتیناز

kphi1تیمارهاي 

هر سه تیمار نسبت به کنترل افزایش 

افزایش آلودگی با 

فسفیت پتاسیم

گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم کمترین میزان بیان را داشته ا



 

رشد و نمو با همبستگی بالاي بیان این ژن و 

به طور کلی بیان ژن در  نشان داد که

  .گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم بوده است

F. oxysporum f. sp radicis-cucumerinum 

 16- 4هاي مختلف در شکل  فسفیت پتاسیم در زمان

بعد از اعمال تیمار   شود روند بیان این ژن

نسبت در روزهاي پنجم و هشتم پس از آلودگی با قارچ عامل بیماري 

هاي نمونه گیري  در کلیه زمان

بررسی روند تغییرات . روند افزایشی داشته و میزان تغییرات بیان ژن نسبت به کنترل افزایش یافته است

افزایش در روز هشتم پس از آلودگی با 
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با همبستگی بالاي بیان این ژن و توان  بیان با میزان نمو گیاه بود که این افزایش بیان را می

نشان داد که ΔΔCt -(2)بررسی روند تغییرات بیان ژن با فرمول 

گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم بوده است 4گرم بر لیتر و  1ها بیشتر از تیمار  مانتیمار قارچ در تمام ز

cucumerinumدر گیاهان خیار تلقیح شده با قارچ  chitinaseتغییرات بیان ژن 

 تحت تیمار با فسفیت پتاسیم در زمان هاي مختلف

  الگوي تظاهر ژن دیفنسین

فسفیت پتاسیم در زمان+ در تیمار قارچ و قارچ  دیفنسین

شود روند بیان این ژن همانگونه که در این شکل مشاهده می. نشان داده شده است

در روزهاي پنجم و هشتم پس از آلودگی با قارچ عامل بیماري فسفیت پتاسیم با دو غلظت مختلف 

در کلیه زمان defensinهمچنین بیان ژن  .داري نشان داد تفاوت معنی

روند افزایشی داشته و میزان تغییرات بیان ژن نسبت به کنترل افزایش یافته است

(2)- ΔΔCt  هاي تیماردرkphi0، kphi1 وkphi4  در روز هشتم پس از آلودگی با

1 3 5 8

Days after treatmant (Days) 

d
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بیان با میزان نمو گیاه بود که این افزایش بیان را می

بررسی روند تغییرات بیان ژن با فرمول . گیاه توجیه کرد

تیمار قارچ در تمام ز

  

  

  

 

 

 

تغییرات بیان ژن  15-4شکل 

تحت تیمار با فسفیت پتاسیم در زمان هاي مختلف

 

الگوي تظاهر ژن دیفنسین 4- 4-3-2

دیفنسین ژن روند تظاهر

نشان داده شده است

فسفیت پتاسیم با دو غلظت مختلف 

تفاوت معنیبه تیمار قارچ 

روند افزایشی داشته و میزان تغییرات بیان ژن نسبت به کنترل افزایش یافته است

ΔΔCtفرمول  بیان ژن با

 

KPhi0

KPhi1

KPhi4



 

 

اختلاف معنی داري را در سطح یک درصد نشان 

-F. oxysporum f. sp radicisدر گیاهان خیار تلقیح شده با قارچ 

-4هاي مختلف در شکل  فسفیت پتاسیم در زمان

روزهاي سوم و  شود روند بیان این ژن در

تفاوت بعد از اعمال تیمار فسفیت پتاسیم با دو غلظت مختلف نسبت به تیمار قارچ 

kphi4  در روز هشتم پس از آلودگی با

اختلاف معنی داري را در سطح یک درصد 

رچ حداکثر هشتمین روز پس از تیمار با قا

(2)- ΔΔCt به طور کلی بیان  نشان داد که

بوده لیتر فسفیت پتاسیم  گرم بر 4 گرم بر لیتر و
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اختلاف معنی داري را در سطح یک درصد نشان کنترل برابري نسبت به  7/32و  7/45، 19/

در گیاهان خیار تلقیح شده با قارچ  defensinمقایسه میانگین تغییرات بیان ژن 

  هاي مختلف تحت تیمار با فسفیت پتاسیم در زمان 

  بتاگلوکاناز-3،1الگوي تظاهر ژن 

فسفیت پتاسیم در زمان+ در تیمار قارچ و قارچ  بتاگلوکاناز-3،1 روند تظاهر ژن

شود روند بیان این ژن در همانگونه که در این شکل مشاهده می. نشان داده شده است

بعد از اعمال تیمار فسفیت پتاسیم با دو غلظت مختلف نسبت به تیمار قارچ هشتم پس از آلودگی 

kphi4و kphi0، kphi1 همچنین تیمارهاي .است نشان داده

اختلاف معنی داري را در سطح یک درصد  کنترل برابري نسبت به 9/5و  2/17، 6/48میزان بیان 

هشتمین روز پس از تیمار با قادر  بتاگلوکاناز-3،1همچنین بیان ژن  .)3- 4جدول 

ΔΔCtررسی روند تغییرات بیان ژن با فرمول ب. میزان را نشان داده است

گرم بر لیتر و 1ر تمام زمان ها بیشتر از تیماردقارچ  ژن در تیمار 

 

3 5 8

Days after treatmant (Days) 
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/4میزان بیان 

  .داد

  

  

  

  

 

 

مقایسه میانگین تغییرات بیان ژن  16-4شکل 

cucumerinum 
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در گیاهان خیار تلقیح شده با قارچ  بتاگلوکاناز-3،1مقایسه میانگین تغییرات بیان ژن 

radicis هاي مختلف تحت تیمار با فسفیت پتاسیم در زمان  

هاي محیطی می گیاهان موجودات بی تحرك اند که دائما در معرض انواع تنش

هاي اسمزي و اکسایشی می هاي ثانویه مانند تنش گیاهی و منجر به بروز تنش 

. گیاهان قادر به اجتناب از قرار گرفتن در معرض این عوامل نیستند

همه این تنش. اند سازوکارها، سازش مورفولوژي و فیزیولوژیکی با این شرایط پیدا کرده

ترکیبات بیوشیمیایی مختلفی در گونه. شوند هاي تحت القاء تنش می

پروتئین. ها دخالت دارند ناند که در واکنش مستقیم یا غیر مستقیم گیاه با پاتوژ

ترین این ترکیبات هستند که در گونه هاي گیاهی مختلف تولید شده و نقش اصلی آنها در ارتباط 

این ترکیبات ممکن است به صورت همیشگی در بافت. ها است با محافظت گیاه در برابر پاتوژن
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مقایسه میانگین تغییرات بیان ژن  17-4شکل 

radicis-cucumerinum

 

  بحث

گیاهان موجودات بی تحرك اند که دائما در معرض انواع تنش

  هاي آسیب به سلول

گیاهان قادر به اجتناب از قرار گرفتن در معرض این عوامل نیستند

سازوکارها، سازش مورفولوژي و فیزیولوژیکی با این شرایط پیدا کرده

هاي تحت القاء تنش می پروتئین

اند که در واکنش مستقیم یا غیر مستقیم گیاه با پاتوژ

ترین این ترکیبات هستند که در گونه هاي گیاهی مختلف تولید شده و نقش اصلی آنها در ارتباط  از مهم

با محافظت گیاه در برابر پاتوژن
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بسیاري از این پروتئین ها علاوه بر نقش اصلی خود . حمله پاتوژن تولید شوندداشته باشند یا در اثر 

این پژوهش به منظور بررسی خصوصیات . هاي دیگري نیز داشته باشند ممکن است در زندگی گیاه نقش

هاي خیار تیمار شده با فسفیت پتاسیم  رشدي، مورفولوژیکی، بیوشیمیایی، آنزیمی و مولکولی گیاهچه

با توجه به نتایج این . اجرا شد Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumقارچ تحت تنش 

لاندسکوت  .ت به تیمار قارچ کاهش یافته بودآزمایش شاخص درصد پوسیدگی در تیمارهاي فسفیت نسب

نیز در آزمایشی فسفیت و فسفات پتاسیم را به محیط کشتی که قارچ پیتیوم قرار داشت، ) 2005(و کوك 

آریایی و  همچنین. کندنشان داد که فسفیت پتاسیم از رشد قارچ جلوگیري میآنها اضافه کردند، نتایج 

امل ع Phytophthora nicotianaeتاثیر ترکیبات مختلف کودي را در کاهش رشد قارچ  )1393(همکاران 

پوسیدگی ریشه و طوقه درختان زردآلو مورد مطالعه قرار دادند، نتایج آنها نشان داد کود حاوي فسفیت 

میلادي محققین با  1990در اواسط دهۀ  .داري بر کاهش رشد این قارچ موثر بودپتاسیم به طور معنی

تاثیرات چشمگیر کمی معرفی ترکیبات متنوع فسفیت پتاسیم پی بردند که این ترکیبات موجب پیدایش 

و کیفی در محصولات کشاورزي مانند افزایش تعداد برگ، میزان فتوسنتز، وزن تر و گسترش ریشه 

درصد در گیاهان آلوده به  b ،2/38درصد و کلروفیل  a ،6/63در تحقیق حاضر میزان کلروفیل . شوند می

یت پتاسیم نسبت به تیمار قارچ تحت تیمار با فسف F.oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumقارچ 

یافتند که  2009همچنین مور و همکاران در سال . افزایش یافته است) عدم مصرف فسفیت پتاسیم(

 ,.Moor et al(فسفیت باعث افزایش کیفیت میوه با تولید اسیدآسکوربیک و آنتوسیانین شده است 

یت عملکرد و کیفیت را در چند رقم گزارش کرد که اسپري برگی با فسف 2000ریکارد در سال ). 2009

در این تحقیق نیز تیمار فسفیت پتاسیم منجر به افزایش وزن تر ریشه ). Rickard, 2008( دهد میافزایش 

افزایش میزان کلروفیل  کاهش درصد پوسیدگی و به عبارت دیگر فسفیت پتاسیم با. و اندام هوایی گردید

وصیات کمی و کیفی و در نتیجه افزایش مقاومت به بیماري توانسته موجب افزایش خص و افزایش وزن تر
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ها اثر  مطالعات اخیر نشان داده که فسفیت. خیار گردد و ریشه فوزاریومی در گیاه طوقه پوسیدگی

هاي دفاعی  توانند اثر مستقیم روي پاتوژن و یا اثر غیر مستقیم با تحریک پاسخ ضدقارچی نیز دارند و می

اثرات مستقیم شامل مهار رشد قارچ و کاهش یا تغییر ). Deliopoulos et al., 2010(میزبان داشته باشند 

هاي دفاعی گیاه مانند افزایش تولید  مستقیم شامل تحریک مکانیسم سوخت و ساز پاتوژن و اثر غیر

 Lobato(باشد  ها، و تقویت دیواره سلولی می  PR2، القاي) ROS1(هاي اکسیژن فعال  فیتوالکسین و گونه

et al., 2008 .(هاي آزاد  زنده سبب تولید رادیکال  هاي زنده و غیر هاي مختلف محیطی شامل تنش تنش

به وسیله فعالیت  ،هستندکه عامل وقوع تنش اکسیداتیو هاي هیدروکسیلی  رادیکال. شوند اکسیژن می

هاي  زیمآن). Selote and Khanna-Chopra, 2004(شوند  کنترل می اکسیدان  هاي آنتی آنزیم

هاي پیچیده ایفا  هاي فعال اکسیژن از طریق یکسري واکنش اکسیدانی نقش مهمی در پاکسازي گونه آنتی

توسط آنزیم  به پراکسید هیدروژن )O2(ها شامل تبدیل اکسیژن مولکولی  این واکنش. کنند می

از جمله پراکسیداز، هاي متعددي  زدایی پراکسید هیدوژن به وسیله آنزیم سوپراکسید دیسموتاز و سمیت

نتایج بخش آنزیمی و ). Neto et al., 2005(آسکوربات پراکسیداز، کاتالاز و گلوتاتیون ردوکتاز است 

و میزان متابولیت  CAT ،GPX ،SODهاي دفاعی  بیوشیمیایی این تحقیق نیز نشان داد که میزان آنزیم

H2O2  در گیاهان آلوده شده به قارچF.oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum  تحت تیمار با

، 8/75، 2/61و ) تلقیح نشده با قارچ(برابر نسبت به شاهد  5/1و  4/1، 2/2، 8/2فسفیت پتاسیم به ترتیب 

این درحالی . افزایش یافته است) عدم مصرف فسفیت پتاسیم( KPhi0درصد نسبت به تیمار  24و  1/61

درصد  5/37درصد نسبت به شاهد افزایش و  MDA( ،7/47(است که میزان پراکسیداسیون لیپیدي 

در اثر تخریب پراکسیدهاي اسیدهاي چرب اشباع  MDA. کاهش یافته است KPhi0نسبت به تیمار 

آید که به عنوان شاخصی براي مشخص کردن مقدار صدمات اکسیداتیو به لیپیدها به  نشده، به وجود می

                                                           
١ -Reactive oxygen species 
٢ - Pathogenesis-related protein 
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 MDAمیزان . باشد زیستی یا غیر زیستی متفاوت میرود و مقدار آن بسته به میزان شدت تنش  کار می

دار  کاهش معنی. گردد بعنوان یک نشانگر جهت ارزیابی وضعیت درون سلول در شرایط تنش استفاده می

MDA  در تیمارKPhi4 ) گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم 4غلظت ( نسبت به تیمارKPhi0 ) عدم مصرف

تنش قارچی . باشد صدمه بافتی و کنترل تقریبی بیماري دهنده کاهش  تواند نشان می) فسفیت پتاسیم

O2و  H2O2هاي اکسیژن فعال مانند  باعث تنش اکسیداتیو شده که نتیجه آن تجمع گونه
باشد  می -

)Turkan  and Demiral, 2009(پراکسیداز، کاتالاز هاي  ، که با تغییراتی در فعالیت آنزیم)Morkunas 

and Gemerek, 2007( سوپراکسید دیسموتاز و گایاکول پراکسیداز جهت دفاع در برابر ،ROS  همراه ها

کاتالاز، گایاکول پراکسیداز و (هاي جمع آوري کننده پراکسید هیدروژن  در این تحقیق نیز آنزیم. است

زدایی این متابولیت سمی نقش دارند در تمامی تیمارهاي فسفیت  که در سم)سوپراکسید دیسموتاز 

هاي  از طرفی با توجه به افزایش آنزیم. داري نسبت به شاهد افزایش یافتند یم بطور معنیپتاس

رسد افزایش این  به نظر می) KPhi0(تیمار تنش قارچ بدون اعمال فسفیت پتاسیم  اکسیدانی در آنتی

نیز به  از سوي دیگر، تیمار فسفیت پتاسیم. باشد ها یکی از سازوکارهاي تحمل به تنش قارچی می آنزیم

که احتمال  .شد اکسیدانی در گیاه خیار هاي آنتی ي فعالیت آنزیم افزایش قابل ملاحظهسبب  طور موثر

 .F.oxysporum f. spدارد سازوکار عمل فسفیت پتاسیم براي حفاظت از تنش ناشی از پاتوژن قارچی 

radicis-cucumerinum بویرجان و همکاران  یجنتایج این بخش از تحقیق با نتا. از همین طریق باشد

تلقیح شده با  Arabidopsis thalianaنتایج این محققین نشان داد که در گیاهان  .دارد مطابقت )2003(

Phytophthora. Palmivora و Phytophthora. Cinnamomi  تیمار شده بودند،  فسفیت پتاسیمکه با

همچنین آنها اظهار داشتند که . مقاومت در برابر عفونت با سرعت بیشتر و به طور کارآمدتري انجام گرفت

گردد، بلکه با افزایش ترکیبات لیگنینی در تقویت  ها می ROSنه تنها باعث افزایش تولید  فسفیت پتاسیم

هاي  هر حال، افزایش مشاهده شده در فعالیت آنزیم در). Boerjan et al., 2003( دیواره سلولی نقش دارد
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اکسیدانی در اثر کاربرد فسفیت پتاسیم، نقش این ترکیب را بعنوان یک سامانه تنظیم کننده  آنتی

تحقیقات پیشین نشان داده است که تیمار فسفیت پتاسیم منجر به . دهد هاي یاد شده نشان می آنزیم

O2و   H2O2افزایش تجمع 
Phytophthoraزمینی تلقیح شده با قارچ  ن سیبدر گیاها -

شده و در نتیجه   

در مطالعه حاضر نیز میزان ). Machinan et al., 2012(افزایش مقاومت به این عامل بیماري مشاهده شد 

همخوانی داشته و  SODو  CAT ،GPXهاي دفاعی  ها و نیز زمان تجمع آن با آنزیم در بافت H2O2تجمع  

هاي دفاعی است  ساز سنتز آنزیم به نوعی پیش H2O2احتمالا تولید . با هم متوازن بوده استها  افزایش آن

هاي دفاعی  سازي مکانیسم تواند به عنوان یک سیگنال براي فعال در طی تنش می H2O2و افزایش تولید 

تواند به عنوان یک شاخص سلولی براي  بنابراین اکسیژن فعال می). Desikin et al., 2001(عمل نماید 

مطالعات دیگر . رسان ثانویه را در مسیر انتقال پیام بازي نماید تنش در نظر گرفته شود و نقش یک پیام

با فسفیت پتاسیم  ،Phytophthora infestansزمینی تلقیح شده با قارچ  نشان داد که تیمار گیاهان سیب

صرف نظر از ). Andreu et al., 2006( شود میها  افزایش ترکیبات ضدمیکروبی مانند فیتوالکسین منجر به

گیري  هاي مختلف اندازه اکسیدانی در زمان هاي آنتی تیمارهاي مختلف فسفیت پتاسیم، میزان آنزیم

سید هیدروژن و هاي کاتالاز، گایاکول پراکسیداز، سوپراکسید دیسموتاز، پراک فعالیت آنزیممتفاوت بود 

در . پس از تلقیح با قارچ حداکثر بوده است 11و  3، 3، 3، 5به ترتیب در روزهاي  مالون دي آلدئید

هاي دفاعی در  هاي مختلف منجر به تغییرات تجمع آنزیم مطالعه حاضر، فسفیت پتاسیم در غلظت

سیم، با افزایش غلظت، گرم بر لیتر فسفیت پتا 4و  2، 1هاي  در غلظت. هاي خیار شده است گیاهچه

ها مشاهده  گرم بر لیتر کاهش در میزان آنزیم 6ها نسبت به شاهد بیشتر شده اما در غلظت  میزان آنزیم

هاي  تواند در افزایش تجمع آنزیم این موضوع بیانگر این است که فسفیت پتاسیم تا غلظت خاصی می. شد

نتایج مشابهی مبنی بر اثر . رنگی خواهد داشتدفاعی نقش داشته باشد و بیشتر از آن غلظت اثر بازدا

در تحقیقی نحوه و عمل فعالیت . هاي مختلف فسفیت پتاسیم با اثر قارچکشی آنها وجود دارد غلظت
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نتایج این . مورد آزمایش قرار گرفت Pythiumو  Phytophthoraدار بر روي کنترل قارچ قارچکش فسفیت

ها وجود داشت، گسترش زخم ناشی از ن فسفیت در بین ریشههاي پاییبررسی نشان داد که وقتی غلظت

هاي دفاعی،  تغییرات در تجمع آنزیم). Jackson et al., 2000(داري داشته است  قارچ نیزکاهش معنی

- 40هایی سبک با وزن مولکولی مولکول ،PRي هاروتئینپ. باشد پروتئین ها می PRنتیجۀ تغییرات بیان 

اند اما میزانشان در پاسخ به استرس یا که به مقدار کم در گیاهان توزیع شده باشندکیلودالتون می 10

هاي مختلف گیاهی از جمله جالب توجه است که اندام. یابدها بمیزان زیادي افزایش میحمله پاتوژن

این با توجه به نتایج  .ها را تولید کنندPRها ممکن است انواع و میزان مختلفی از ها، بذر و ریشهبرگ

گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم با  4و  1، 0هاي  هاي خیار تیمار شده با غلظت آزمایش، پس از تلقیح گیاهچه

و دیفنسین در تیمارهاي  PGIP1هاي  ، بیان ژنF.oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumقارچ 

این درحالی است . افزایش یافته است) عدم مصرف فسفیت پتاسیم(فسفیت پتاسیم نسبت به تیمار قارچ 

ژن کیتیناز بعنوان یکی . هاي کیتیناز در تیمارهاي فسفیت نسبت به تیمار قارچ کاهش یافت که بیان ژن

گزارشات متعدد حاکی از واکنش .باشد هاي مرتبط با بیماریزایی می هاي مهم رمزکننده پروتئین از ژن

هاي مختلف مخصوصا  اي از بیماري شدید این ژن بعنوان یک ژن دفاعی عمومی نسبت به طیف گسترده

هاي کیتیناز در گیاهان پس از  بیان ژن). Mallard et al., 2008(باشد  قارچ هاي بیماریزا در گیاهان می

یابد  هاي محیطی افزایش می هاي مکانیکی و استرس حمله عوامل بیماریزا و ایجاد زخم و آسیب

)Rasmussen, R. P. 2001 .(و همکاران  بنهامو نتایج تحقیقات)نشان داد که کیتیناز در ریشه ) 1989

هاي سلول میزبان که در تماس  در مناطقی از دیواره F.oxysporumگیاهان گوجه فرنگی آلوده به قارچ 

با توجه به نتایج این آزمایش میتوان نتیجه گرفت که نفوذ قارچ در گیاهان . نزدیک با قارچ بود، یافت شد

هاي کیتیناز نسبت  ا فسفیت پتاسیم تیمار شده بودند کمتر بوده در نتیجه بیان ژنتلقیح شده با قارچ که ب

ها و اندام هاي خاصی  همچنین در مراحل رشدي مختلف و در بافت. به تیمار قارچ کاهش یافته است
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هاي پیرتر بیش از  مشخص شده است که میزان تجمع کیتینازها در بافت. شود تولید کیتینازها زیاد می

 ,.Hanfrey et al(شود  هاي جوان است و میزان کلی کیتینازهاي گیاه با افزایش سن بیشتر می تباف

که این موضوع با نتایج این پژوهش همخوانی داشته و در این پژوهش نیز با گذشت زمان و ). 1996

یکی از (وکاناز بتاگل-3،1 .هاي کیتیناز در هر سه تیمار افزایش یافته است افزایش سن گیاه میزان بیان ژن

ها نقش داشته و بعد از حملۀ بیمارگر در گیاه القا شده  در تجزیۀ دیوارة سلول قارچ) PR2اعضاي خانوادة 

این ژن . شود و باعث هیدرولیز کردن بتاگلوکان که یکی از اجزاي اصلی دیوارة سلول قارچی است، می

همانند ژن بتاگلوکاناز -3،1بیان ژن ). Doxey et al., 2007(کند  نقش مهمی در دفاع از گیاه بازي می

ها کمتر بوده  گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم نسبت به تیمار قارچ در تمام زمان 4و 1هاي در تیمارکیتیناز 

همچنین . تواند بیان کننده کاهش نفوذ قارچ در گیاهان تیمار شده با فسفیت باشد است که این مطلب می

بیشترین مقدار  نسبت به کنترل تم پس از تیمار با قارچ در  تمامی تیمارهامیزان بیان این ژن در روز هش

- 3،1ي mRNAهاي  نشان داد که تعداد نسخه) 1992(وان خان و همکاران  نتایج تحقیقات . را دارا بود

به مقدار زیادي تجمع  Cladospoiom fulvumفرنگی آلوده به پاتوژن قارچی  هاي گوجه بتاگلوکاناز در برگ

فعالیت ضد قارچی کیتیناز  .باشد ي نقش این آنزیم در مقابله با پاتوژن می دا کرده است که نشان دهندهپی

سازي و قرار دادن این  ي محققان اثبات شد، بطوریکه آنها پس از خالص بتاگلوکاناز به وسیله-3،1و 

ها در نواحی  این قارچهاي قارچی گیاهی مشاهده کردندکه رشد  ها در محیط کشت حاوي پاتوژن پروتئین

ها  پروتئینPRشود که این دلیل خوبی براي تاثیر مستقیم این  ها حضور دارند، محدود می که این پروتئین

بتاگلوکاناز علاوه بر هیدرولیز دیواره -3،1کیتیناز و  ).Saikia et al., 2005(تواند باشد  ها می بر روي پاتوژن

ها  از دیواره سلولی قارچ هایی محركسلولی گلوکان و کیتین، توانایی این را هم دارند که با رهاسازي 

نتایج این تحقیق نیز  ).Ren and West, 2001(هاي دفاعی مختلفی را در گیاهان تحریک کنند  مکانیسم

در تحقیق دیگري نیز تلفیق بیان  .باشد این ژن در تیمار قارچ نسبت به شاهد میحاکی از افزایش بیان 
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فرنگی و تنباکوي تراریخته در جلوگیري از توسعه بیماري نسبت به  کیتیناز و گلوکوناز در هویج، گوجه

از و هاي کیتین همچنین افزایش مشابه بیان ژن. )Jongedijk et al., 1995( تک تک آنها موثرتر بوده است

گرم بر لیتر، تایید کننده فعالیت سینرژیستی  4و فسفیت  1بتاگلوکاناز در تیمارهاي قارچ، فسفیت-3،1

   .باشد می این دو آنزیم در القاي مقاومت

عدم ( قارچو دیفنسین در تیمارهاي فسفیت پتاسیم نسبت به تیمار  PGIP1هاي  در این تحقیق بیان ژن 

گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم و  4در تیمار  PGIP1افزایش یافته است که بیان ژن ) مصرف فسفیت پتاسیم

داشته  تیمار قارچگرم بر لیتر فسفیت پتاسیم بیشترین مقدار را نسبت به  1بیان ژن دیفنسین در تیمار 

یزایی هستند که به صورت موثر و هاي مرتبط با بیماراز مهمترین انواع پروتئین PGIPپروتئین هاي . است

در نتیجه واکنش . کنند اختصاصی به پلی گالاکتورونازهاي قارچی متصل شده و از فعالیت آنها ممانعت می

. گردند گالاکتورونازهاي قارچی ترکیبات الیگوساکاریدي تولید می و پلی PGIPهاي  پروتئین

حتی در  تحریک کنندهسلولی در نقش  الیگوساکاریدهاي مشتق شده از پلی ساکاریدهاي دیواره

اولین ژن ). Robertsen, 1986(گردند  هاي دفاعی در گیاه می باعث القاي واکنش) نانومول(هاي کم  غلظت

در بسیاري از  PGIP، اما امروزه حضور ژن )Cervone et al., 1987(از لوبیا جدا گردید  pgipکدکننده 

از گیاه لوبیا را به  Pvpgip2ژن  2011ري و همکاران در سال فرا. هاي گیاهی گزارش گردیده است گونه

تلقیح شده و کاهش  Fusarium graminearumهاي تراریخت با قارچ  گندم. گندم انتقال دادند

تغییرات بیان در تحقیق حاضر . داري را از علایم بیماري بلایت فوزاریومی سنبله گندم نشان دادند معنی

گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم در سومین روز پس از القاي تنش قارچی بیشترین  4 در تیمار PGIP1ژن 

 قارچی حمله و دیواره تخریب از ممانعت ایجاد در ها PGIP فعالیت. مقدار را نسبت به کنترل نشان داد

 هاي آنزیم توسط تخریب از را سلولی هاي دیواره فرنگی در گیاه گوجه PGIP پروتئین. است شده توصیف

نیز  در این تحقیق). Jones et al., 1972 (نماید  می حفظ  Fusarium oxysporum بوسیله شده  لیدتو
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کاهش شاخص پوسیدگی و تخریب دیواره سلولی در تیمارهاي فسفیت نسبت به تیمار قارچ مشاهده شده 

در  pgipهاي  نتایج مشابهی نیز از افزایش فعالیت ژن  .باشد pgipهاي  تواند نتیجه افزایش بیان ژن که می

براي مثال، در گوجه فرنگی و انگور تراریخت حامل . هاي قارچی گزارش شده است دفاع علیه پاتوژن

تلقیح شده بودند، میزان صدمات قارچی محدود شد  Botrytis cinereaگلابی که با قارچ  pgipهاي  ژن

)Powell et al., 2000 .(PGIPت یتوانند به طورمتفاوتی مانع فعال اهی مییک منبع گبعنوان یا هPG ها از

ها از  PGIPز یز قائل شوند و نیها تماPGن یتوانند ب ن مییمنابع قارچی مختلف و متفاوت شوند و بنابرا

. ر هستندیهدف، متغ PGز اختصاصی بودن یاهی مختلف احتمالا در واکنش بازدارندگی و نیهاي گ گونه

اهان زراعی ید براي بهبود مقاومت گنتوان اهان به صورت بالقوه مییهاي هترولوگ در گPGIPان ین بیبنابرا

هاي  تیتوانند فعال اهان مختلف مییهاي گ PGIPن یهمچن ).Stotz et al., 1993( ردیمورد بهره برداري قرار گ

و  PGIP1براي مثال . اند نشان دهند ههاي قارچی که طی تکامل در معرض آن قرار نگرفتPGه یبازدارندگی عل

PGIP2 ت پلی گالاکتروناز قارچ یا قادرند مانع فعالیلوبStenocarpella maydis، پاتوژن قارچی ذرت، شوند 

)Berger et al., 2000( .اهی یتوان گ یاهان حساس میی و انتقال آنها به گین بازدارنده هایی چنیکه با شناسا

اهانی که یماري در گیله کاهش علائم بیاهی به وسیدر دفاع گ PGIPن نقش یهمچن .با مقاوم بدست آوردیتقر

ان یرا ب Pvpgip2که  و در توتون )Sella et al., 2004( کنند، ثابت شده است ان مییشتر بیرا ب PGIPژنهاي 

هاي دیفنسین همانند  در مطالعه حاضر ژن .)De Lorenzo and Ferrari, 2002( کند مشاهده شده است می

گرم بر لیتر فسفیت پتاسیم  1افزایش یافته و در تیمار   هاي کیتیناز با گذشت زمان و نمو گیاه بیان آن ژن

. داشته است) عدم مصرف فسفیت پتاسیم(گرم بر لیتر و قارچ  4بالاترین نسبت بیان را در مقایسه با تیمار 

کیلودالتونی  5ی از پپتیدهاي ضدمیکروبی با وزن مولکولی در محدوده هاي گیاهی گروه دیفنسین

و ضد ) Segura et al., 1998(فعالیت ضد میکروبی . باشند که تقریبا در تمام گیاهان یافت شده اند می

ها  دیفنسین. ها در شرایط آزمایشگاهی نشان داده شده است تمام دیفنسین) Chen et al., 2002(حشرات 
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هاي  رکیبات مهم سیستم دفاعی در گیاهان در غلظت میکرومولار رشد طیف وسیعی از قارچبعنوان ت

هاي دیفنسین  ژنیک که ژن اند که گیاهان ترانس همچنین محققان نشان داده. کنند اي را ممانعت می رشته

 Lay and(دهند  هاي گیاهی نشان می کنند افزایش مقاومت نسبت به پاتوژن را بطور دائم بیان می

Anderson., 2005 .(پدیري غشاي سیتوپلاسمی قارچی و یا محدود  ها به وسیلۀ تغییر نفوذ دیفنسین

ها در  بیان بالاي دیفنسین. توانند فعالیت ضد قارچی اعمال کنند ها می کردن بیوسنتز ماکرومولکول

 و Alternaria ،Fusariumهاي گوناگون شامل  گیاهان تراریخته باعث کاهش رشد پاتوژن

Plasmodiophara شود و مقاومت در برابر  میVerticillium اي فراهم  زمینی را در شرایط مزرعه در سیب

هاي دیفنسین در تیمارهاي فسفیت  در مطالعه حاضر نیز افزایش بیان ژن). Gao et al., 2000(کند  می

نسبی در برابر قارچ  منجر به مقاومت) عدم مصرف فسفیت پتاسیم( تیمار قارچ پتاسیم در مقایسه با

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum توجه به این نکته که با وجود اینکه . گردید

برگی انجام شده است، در حالیکه ریشۀ گیاهان در   هاي مورد مطالعه، در بافت ردیابی تغییرات در بیان ژن

مورد نظر  PRهاي  معرض مستقیم آلودگی قرار داشتند، تایید کننده این مطلب است که تغییرات بیان ژن

یعنی با تحریک یک نقطه از گیاه، پاسخ در تمام بافتها مشاهده شده به صورت سیستمیک بوده است 

هاي کیتیناز،  ژن  هاي مورد مطالعه و نقش با توجه به تغییرات مشاهده شده در الگوي بیان ژن. است

PGIP1 ، ها در ارتباط با  شود که این ژن در آلودگی قارچی، تصور میبتاگلوکاناز -3و1و دیفنسین

توانند  خیار نسبت به پاتوژن قارچی فوزاریوم اوکسیسپورریم کوکومرینوم باشند و میهاي دفاعی  پاسخ

بعنوان یکی از کاندیدها، براي مطالعه بیشتر در جهت تولید ارقام مقاوم که داراي سطح بیان بیشتري از 

یک همچنین تیمار فسفیت پتاسیم بعنوان یک القاگر جهت تحر. این ژن را داشته باشند محسوب شوند

هاي گیاهی و در نهایت کاهش شاخص  هاي دفاعی و متابولیت ها و تغییر تجمع آنزیم بیان این ژن

همچنین نتایج تحقیق حاضر نشان داد . پوسیدگی و خسارت ناشی از پاتوژن نقش موثري خواهد داشت
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تواند به عنوان  میمورد مطالعه در حضور فسفیت پتاسیم اکسیدانی  هاي آنتی آنزیمکه القاء و افزایش تولید 

در . باشد در گیاه خیار  F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumیک پاسخ دفاعی در برابر قارچ 

ها و مکانیسم عمل فسفیت پتاسیم  عین حال مطالعات گسترده تري جهت بررسی ارتباط بین این آنزیم

  .مورد نیاز است
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  نتیجه گیري

  

  تیمار گیاهان با فسفیت پتاسیم و تلقیح با قارچF.oxysporum ،  القا تولیدباعث ROSو  ها 

  SODو CAT ،POXاکسیدانی نظیر  هاي آنتیفعالیت آنزیمافزایش 

 غیر از مالون دآلدئید، در گیاهان تیمار با فسفیت پتاسیم  افزایش میزان این فاکتورها 

  کاهش پوسیدگی و آسیب قارچیو در نتیجه  مقاومتنقش کلیدي فسفیت پتاسیم در القا  

  هاي دیفنسین وافزایش بیان ژن pgip1  در گیاهان تحت تیمار فسفیت پتاسیم نسبت به تیمار

(KPhi 0)  

 در گیاهان تحت تیمار فسفیت نسبت به تیمار  بتاگلوکناز-3و1و  بیان کمتر ژن کیتیناز(KPhi 0)  
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  پیشنهادات

 

  مرتبط با مقاومت در تنش قارچی  هاي متابولیتبررسیF.oxysporum  

 از نظر مکانیزم ایجاد مقاومت بررسی سایر القاگرها 

 ها و لیگنینی شدن هاي دخیل در استحکام بافت ها و آنزیم بررسی ژن 

 و بتاگلوکاناز 3هاي کیتیناز  بررسی تفصیلی ژن 

   طوقه و هاي دخیل در مقاومت در تعامل خیار با عامل بیماري پوسیدگی سایر ژنبررسی نقش

 ریشه گیاه 

   بررسی ارتباط بین این  و بیوشیمیاییآنزیمی و سایر فاکتورهاي اندازه گیري میزان فعالیت

 ها و مکانیسم عمل فسفیت پتاسیم  آنزیم

  به راي تولید گیاهان مقاوم هاي مقاومت به بیماریزایی در مهندسی ژنتیک باستفاده از این ژن

  بیماري پوسیدگی ریشه گیاه
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Abstract 

The quantity and quality of Agricultural goods is prone to huge losses due to the attack of 

various pathogens, e.g. viruses, fungi, nematodes and bacteria. Fusarium oxysporum is one 

of the major cucurbits pathogens which mostly damages the plant roots. There are several 

strategies to control this pathogen. Potassium phosphite is a systemic fungicide against soil 

and aerialbacterial and fungal pathogens which has preventative, curative and 

immunization effects. This study was conducted to study changes in growth and 

morphologic traits, and enzymatic, biochemical and molecular resposses (expression of 

pgip1, defensin, chitinase and beta 1,3-glucanase genes) of Potassium phosphite-treated 

cucumber plants against Fusarium wilt of cucumber root and stem (Fusarium oxysporum 

f.sp radicis-cucumerinum). Results revealed that compared to control plants, fresh weight, 

chlorophyll content, the activity of defense enzymes, e.g., Guaiacol peroxidase (GPX), 

Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and metabolite Hydrogen peroxide (H2O2) 

were increased in the tissues of the treated plants compared to controls. The highest CAT 

content was recorded for 4 gr/L Potassium phosphite at 5 days post-inoculation which 

revealed a 2.81 fold increase compared to control. The highest concentration of GPX and 

SOD were recorded for 4 gr/L Potassium phosphite 3 days post inoculation which showed 

1.45 and 2.21 fold increase for GPX and SOD, respectively. In 4 gr/L Potassium phosphite 

treaterment, there was a harmony between H2O2 content and activities of CTA, GPX and 

SOD in plant tissues, while MDA accumulation was reduced which can be attributed to 

reduced tissue damage and improved disease control. Gene expression analysis revealed a 

16.3 fold increase for pgip1 gene at 4 gr/L Potassium phosphite, 45.7 fold increase for 

Defensin gene at 1 gr/L Potassium phosphite,  91.2 fold increase for Chitinase gene in 

pathogen-inoculated plants and 48.6 fold increase for 1,3-beta glucanase gene in pathogen-

inoculated plants, compared to control plants.  

 

Keywords: Cucumber, Potassium phosphite, Fusarium oxysporum, pgip, chitinase, 

defensin, 1,3- beta glucanase ,  Gene expression 
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